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1.- INTRODUCCION

1.1.- El género Castanea.

El género Castanea, perteneciente al orden Fagales, familia Fagaceae,
subfamilia Castaneoideae y comprende trece especies distribuidas en las regiones
templadas del hemisferio norte (Cobos, 1989) entre las que destacamos Castanea
dentata (Marshall) Borkh, o castaiio americano, Castanea sativa Mill., o castafo
europeo, Castanea mollisima Blume, o castafio chino y Castanea crenata Siebold y

Succ., o castafo japonés (Figura 1).

Figura 1: Distribucion mundial de las principales especies del género Castanea (adaptado de
Elorrieta, 1949). En América del Norte destaca C. dentata. En Europa C. sativa y en Asia C.
mollisima (China) y C. crenata (Japon).

En Espaiia (Figura 2), el castafio se encuentra principalmente en la zona baja del
litoral cantdbrico, en las Comunidades Auténomas de Galicia, Principado de Asturias y
Pais Vasco. También lo encontramos en Navarra, occidente de Castilla-Ledn,
Extremadura, Andalucia, Cataluna (Cobos, 1989) y en las laderas mas humedas de las
Islas Canarias occidentales (Gomez, 2004). En cuanto a la altitud, se pueden encontrar
castafios desde el nivel del mar hasta 1.500 m. En lo referente al suelo, el castafio
prefiere los suelos siliceos, siliceo-arcillosos, aunque tolera los calizos descalcificados

(Cobos, 1989).
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Figura 2: Distribucion del castafio en el territorio peninsular espafiol (Tomado de Cobos, 1989).

El castafio es una frondosa muy apreciada en el Principado de Asturias por su
importancia paisajistica y socio-economica. Los datos referentes a la superficie forestal
dedicada a castafio en el Principado de Asturias varian mucho segin las fuentes
consultadas, desde 59.822 ha (An6énimo, 2003a) hasta 119.740 ha (Diaz et al., 2009). Se
encuentra distribuido de forma muy variable en los 78 concejos que conforman el

Principado (Figura 3), desde 1 ha en el concejo de Ribadedeva a 5.168 ha en el de Tineo

(Andénimo, 2003b). La produccion de madera de castafio ha ido disminuyendo, desde

102.097 m® el afio 1999 hasta 43.029 m’ el afio 2006 (Anénimo, 2008).

J
Figura 3: Distribucion del castafio en Asturias. Masas con presencia dominante (tono oscuro) y
masas con presencia subordinada a otras especies (tono claro). (Tomado de Manuel et al., 2003).
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La distribuciéon de los castafios en la provincia es muy heterogénea debido a su
origen fundamentalmente antropico. Asi, encontramos castafios formando masas de
extension variable, o bien como individuos aislados. Esta Gltima es la forma mas comun
en algunos concejos, generalmente en linderos de fincas, como arboles aislados en los
bordes de las carreteras y como arboles singulares en parques y jardines. En cuanto a su
aprovechamiento, encontramos masas destinadas a la produccién maderera y también
pequefios sotos para recoger fruto, en algunos casos asociados a praderas de

aprovechamiento ganadero.

1.2.- Principales plagas y enfermedades del castaio.

El castano puede ver mermadas sus producciones de madera o fruto por plagas y

enfermedades.

Las plagas que le afectan, en su mayoria, son insectos que causan dafio a los
frutos, al follaje y a la madera y su incidencia varia en funcion de la climatologia y las
condiciones de la zona. Las especies de lepidopteros Pammene fasciana, Cydia
splendana y Cydia fagiglandana, y el curculionido Balaninus elephas, centran su accion
en las castafias y los dafios que producen son mas llamativos en las zonas en las que el
castafo se dedica a la produccion de fruto. Ademas, los lepidopteros Lymantria dispar 'y
Zeuzera pyrina, pueden afectar al follaje y la madera, respectivamente. Lymantria
dispar produce defoliaciones mas o menos intensas y Zeuzera pyrina practica galerias
que pueden ser la causa de roturas en las ramas o tallos jovenes, estas lesiones pueden
servir posteriormente de via de entrada para otro tipo de patdgenos (Mansilla et al.,

1999; Gomez, 2004).

Las principales enfermedades que afectan al castafio son la tinta y el chancro
(Cobos, 1989; Anagnostakis, 1995). La primera es una enfermedad de raiz causada por
el hongo Phytophthora cambivora (Petri) Buissman y/o Phytophthora cinnamoni
Rands. La segunda es una enfermedad que afecta a los troncos y ramas y cuyo agente
causal es el hongo Cryphonectria parasitica (Murrill) ML.E. Barr. El castafio también
puede verse afectado por otras enfermedades entre las que destacamos la antracnosis o
socarrina, que afecta a las hojas y estd causada por el hongo Mycosphaerella

maculiformis (Person) Schroet, o las podredumbres radiculares ocasionadas por el

W
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hongo Armillaria mellea (Vahl.) Kummer (Cobos, 1989; Mansilla et al., 1999; Garcia-
Benavides y Monte, 2005).

1.3.- La enfermedad del chancro del castaiio. Sintomas.

Como ya se ha comentado, el agente causal de la enfermedad del chancro es el
hongo Cryphonectria parasitica (Murrill) M.E. Barr (Basionimos: Diaporthe parasitica
Murrill, Valsonectria parasitica (Murrill) Rehm, Endothia parasitica (Murrill) P.J.
Anderson & H.W. Anderson, y de Endothia gyrosa var. parasitica (Murrill) Clinton.

Anamorfo: Endotiella parasitica Roane).

Su origen parece ser asiatico (Fairchild, 1913; Shear y Stevens, 1913; 1916 cf.
Gryzenhout et al., 2009) y fue introducido a principios del siglo XX en los Estados
Unidos de América (EE.UU.) con la importacion de castafios asiaticos (Metcalf y
Collins, 1909, cf. Anagnostakis, 2001). El hongo afectdé muy seriamente al castafio
americano y se convirtié en una devastadora enfermedad que desplazo a su huésped de
su habitat natural. Asi, de ser una especie dominante, el castafio americano ha pasado a
formar parte del sotobosque, en el que sobrevive gracias a la capacidad que tiene la
especie de brotar de las raices; los rebrotes vuelven a ser infectados por la enfermedad y

casi nunca alcanzan la madurez (Anagnostakis, 2001).

En Europa, los primeros arboles infectados se observaron en 1938 en Italia
(Biraghi, 1946, cf. Heiniger y Rigling, 1994). En este caso, el hongo ha podido tener
dos rutas de introduccion, desde Asia con la importacion de castafios asidticos, o bien
con la importacion de hibridos de castafio desde Estados Unidos (Heiniger y Rigling,
1994). La enfermedad estd extendida desde Portugal hasta Turquia (Robin y Heiniger,
2001) pero, a diferencia de la situacion en América del Norte, aqui los bosques estan
menos dafiados y se cree que puede ser debido a dos causas, la primera es que el castafio
europeo parece ser ligeramente menos sensible a la enfermedad que el americano y la
segunda puede ser la presencia natural de un virus que parasita al hongo y reduce su

virulencia (Gryzenhout et al., 2009).

En la actualidad (Figura 4), la enfermedad se ha detectado en muchas de las
areas de distribucion de las distintas especies de castafio por todo el hemisferio norte

(Gryzenhout et al., 2009).
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Figura 4: Diferentes puntos donde se ha localizado el hongo C. parasitica a lo largo del hemisferio
norte (Adaptado de Gryzenhout et al., 2009).

En Espaiia, C. parasitica se detecta por primera vez en 1947 en Galdacano
(Vizcaya), en una parcela de experimentacion de castafos orientales, donde se vio que
afectaba a algunos ejemplares aislados de castafio japonés y a un solo ejemplar de
castaiio comun. Con anterioridad ya se habia detectado la presencia de otras especies
pertenecientes a lo que entonces se denominaba género Endothia (Elorrieta, 1949).
Posteriormente, en 1972, se detectd sobre castafios hibridos en una parcela experimental
en Bembibre (Vigo) y en 1978 se encontr6 la enfermedad sobre Castanea sativa en la
localidad de Bembibre (Comarca del Bierzo, Leon). A partir de esas fechas se constata
que la enfermedad presenta un alto nivel de infeccion en Navarra, Pais Vasco y
Catalufia, importante en Ledn y Asturias y se inicia con fuerza en Galicia (Ana-Magan,

1984).

En Asturias, ademas de la cita anterior, los primeros datos encontrados de la
enfermedad son de 1982 (Figura 5), citandose cinco concejos infectados (Valdezate et
al., 2001). Esto coincide con lo descrito por Molina (1984) que localiza un ataque muy
generalizado en las masas situadas en el alto Nalon. También Menéndez en1984 hace

referencia a los ataques del hongo en las masas de castafio asturianas.



1.- INTRODUCCION

-
SANTIRSD P %&! W 3 % V\Lmn'l:nsn

e
B

Figura 5: Concejos asturianos en los que se detecté la presencia del hongo C. parasitica en el afio
1982. (Adaptado de Valdezate et al., 2001)

La primera prospeccion exhaustiva de los castafiares de Asturias se realiza en los
afios 1989 y 1990 (Figura 6) y en ella se refleja que la enfermedad esta presente en las

masas pertenecientes a 48 concejos asturianos (Mufioz y Cobos, 1991).

Figura 6: Concejos asturianos en los que se detecté la presencia del hongo C. parasitica en los
muestreos realizados los afios 1989 y 1990 (Adaptado de Muiioz y Cobos, 1991).

Posteriormente, se realizd otra prospeccion en los afios 1999-2000 en la que se
detectd la enfermedad en 60 concejos (Figura 7), si bien en cuatro de ellos: Degafia, San
Tirso de Abres, Castropol y Coana, citan la presencia del hongo como puntual

(Valdezate et al., 2001).

Figura 7: Concejos asturianos en los que se detecté la presencia del hongo C. parasitica en los
muestreos realizados los afios 1999 y 2000 (Adaptado de Valdezate et al., 2001).
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Los sintomas que presentan los arboles afectados por chancro son la presencia
de ramas (Figura 8a) y hojas secas (Figura 8b), que hacen facilmente reconocibles los
arboles afectados y que son consecuencia del estrangulamiento producido por uno o
varios chancros situados por debajo. Las hojas secas no se desprenden en otofio y
permanecen en la planta durante un tiempo mas o menos prolongado. En la corteza de
los arboles, ademas del chancro, se pueden observar coloraciones rojizas (Figuras 8c y
8f), hinchamientos y grietas longitudinales (Figura 8d), depresiones (Figura 8e), y
pustulas anaranjadas (Figura 8g). En el interior de la corteza se puede observar el
crecimiento del micelio en abanicos (Figura 8h). Por debajo del chancro se produce la
proliferacién de brotes epicornicos (Figura 8e), que son un intento de supervivencia de

la planta como respuesta al estrangulamiento producido.

1.4.- El hongo: Cryphonectria parasitica.

El ciclo de vida (Figura 9) aparece descrito en los trabajos publicados por Marra
y Milgroom (2001) y por Gryzenhout et al. (2009) de los cuales se hace un breve

resumen a continuacion.

C. parasitica se encuentra, la mayor parte del tiempo, en un estado multicelular
haploide (n) que corresponde al conjunto de hifas. A partir de estas hifas se pueden
desarrollar dos tipos de cuerpos de fructificacion: conididforos (fase asexual) y

peritecios (fase sexual).

De los conididforos (picnidios) se desprenden los conidios en forma de cirros,
que se pueden dispersar por accién de la lluvia, los insectos, los pajaros y los
mamiferos. Ademas, debido a que pueden sobrevivir en el suelo, también pueden ser
arrastrados por el viento junto con particulas de polvo. Los conidios liberados llegan a
un nuevo arbol, o a otra parte del mismo vy, si se dan las condiciones necesarias para su
desarrollo, causan una nueva infeccion. Funcionarian como 6rganos de propagacion

vegetativa dentro del ciclo de la reproduccion asexual.

9
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Figura 8: Sintomas de la enfermedad. a) Arbol con ramas secas. b) Hojas secas. ¢) Chancro en el
que se observan coloraciones rojizas de la corteza. d) Engrosamiento y grietas longitudinales en la
corteza. e) Chancro deprimido y proliferacion de brotes epicérnicos por debajo. f) Pies de una cepa
infectados por la enfermedad. g) Pustulas anaranjadas en el exterior de la corteza. h) Micelio
caracteristico de C. parasitica en el interior de la corteza.
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En el ciclo de reproduccion sexual un conidio (n) actuaria como gameto
masculino al fusionarse con una hifa receptiva (n), que seria la estructura reproductiva
femenina, y formarian un dicarionte (n+n). Dentro del peritecio en desarrollo, este
dicarionte sufre una serie de divisiones nucleares sincronizadas que dan lugar a un
grupo, generalmente bastante numeroso, de hifas dicarioticas (n+n). Después de un
proceso de cariogamia, estas hifas (ascas iniciales) se encuentran en una breve fase
diploide (2n). Cada uno de estos nticleos diploides sufre una meiosis, a la que sigue una

mitosis que da como resultado ocho ascosporas (n) por cada asca madura.

Estas ascosporas, forzadas a salir por el cuello del peritecio que sobresale de la
superficie del chancro, son arrastradas por el viento y, al depositarse sobre un nuevo
huésped, seran capaces de causar una nueva infecciéon cuando se den las condiciones

necesarias. Se completa asi el ciclo de reproduccion sexual del hongo.
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Figura 9: Ciclo de vida de C. parasitica (Los dibujos de los conidiéforos, conidios, ascas y
ascosporas se han tomado de Gryzenhout et al., 2009).
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El hongo, para poder infectar una planta, necesita tener una via de entrada en la

corteza ya sean heridas producidas por animales, roturas mecanicas, etc.

La fase asexual de los hongos ascomicetos filamentosos conlleva dos procesos
muy relacionados que son el crecimiento y la fusioén de hifas. El crecimiento de una hifa
se produce por la extension de su extremo y la ramificacion. Durante este crecimiento
las fusiones entre hifas se estan llevando a cabo continuamente, proceso conocido como
anastomosis, y da lugar a una red de hifas conectadas o micelio que es lo que forma un

individuo (Glass et al., 2000).

A veces, la anastomosis se puede llevar a cabo entre hifas de individuos
diferentes, de manera que nucleos genéticamente diferentes pueden coexistir en un
citoplasma comuin y formar lo que se conoce como un heterocarionte. Esto tiene
beneficios potenciales, como el intercambio genético (ciclo parasexual) o la
cooperacion ante esfuerzos fisiologicos (Glass et al., 2000). Sin embargo, hay un
mecanismo genético que restringe la formacion de heterocariontes, de manera que si los
individuos difieren en uno o mas loci de incompatibilidad vegetativa (vic, vegetative
incompatibility), también llamados het loci (heterokaryon incompatibility) las células
fusionadas se compartimentalizan y se produce la muerte por un proceso litico (Glass et
al., 2000). A este fendmeno se le llama incompatibilidad vegetativa y es un proceso
analogo al que se produce en la respuesta de hipersensibilidad en plantas (Glass ef al.,
2000, Cortesi et al., 2001). La incompatibilidad vegetativa les sirve a los hongos, entre
otras cosas, para reducir el riesgo de transmision de elementos citoplasmaticos
infecciosos. Sin embargo, la barrera que supone este proceso no tiene una efectividad
total y hay evidencias de transmision, con baja frecuencia, de elementos genéticos entre
individuos incompatibles (Friese et al., 1992, Cortesi et al., 2001). Se dice que dos
hongos pertenecen al mismo grupo de compatibilidad vegetativa (GCV) cuando al

entrelazar sus hifas se produce la anastomosis hifal.

Las poblaciones de C. parasitica, al igual que sucede con otras especies de
patogenos de plantas, presentan una marcada diferencia en cuanto a la diversidad y a la
estructura en diferentes localizaciones (Sotirovski et al., 2004). En concreto, la

variacion referida a los GCV tiene un gran interés debido a que se ha asociado con el
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éxito de la transmision del virus que, como se ha comentado anteriormente, reduce la

virulencia del hongo (Anagnostakis et al., 1986).

La reproduccion sexual juega un papel muy importante en el ciclo de vida de los
hongos, afectando tanto a su evolucion como a la genética de poblaciones (Kronstad
and Staben, 1997). La reproduccion sexual esta relacionada con los GCV debido a que
la recombinacion entre los genes de incompatibilidad vegetativa aumenta la diversidad
de GCV (Sotirovski et al., 2004). En muchos hongos, filamentosos y no filamentosos,
el apareamiento especifico y el desarrollo sexual estan controlados por un sistema de
regulacion genético. El tipo sexual o mating type se puede definir como un fenotipo de
compatibilidad sexual determinado genéticamente. Ademds, en términos de
heteroalelismo o autoesterilidad, se puede definir el tipo sexual como un proceso en el
que cada gameto debe venir de padres pertenecientes a tipos diferentes. En estos
sistemas podemos encontrar implicado desde un tnico locus con dos alelos, hasta varios
loci con muchas combinaciones de alelos. En los hongos homotalicos cada cepa es
autofértil, de tal manera que en la reproduccion pueden estar implicados dos nucleos
idénticos. El término pseudohomotélico hace referencia a sistemas en los que las cepas
son autofértiles, pero en los cuales los nicleos que se fusionan no son idénticos

(Kronstad y Staben, 1997).

Todos los hongos ascomicetes heterotalicos, tienen un sistema de apareamiento
o mating system en el que esta implicado un tnico locus (MAT) con dos alelos (MAT1-1
y MAT1-2), de tal forma que se limita la reproduccion sexual a los cruces entre cepas
que portan alelos opuestos (Kronstad y Staben, 1997). El sistema de apareamiento de C.
parasitica tiene una caracteristica que lo hace diferente de otros ascomicetos, pues es
uno de los pocos hongos que muestra los dos sistemas de acoplamiento: autofertilidad
(selfing) y autoesterilidad (outcrosing), de tal forma que aproximadamente el 25% de
los peritecios en cada poblacion son resultado de la autofertilidad (Milgroom et al.,

1993).

El sistema de apareamiento esta implicado ademas en la fusion inicial de los
talos (plasmogamia) y la subsiguiente fusiéon nuclear (cariogamia), y en otros procesos
que no tienen que ver con el acoplamiento, tales como el dimorfismo sexual,

dimorfismo de las ascosporas y, de alguna forma, en la incompatibilidad vegetativa
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(Kronstad y Staben, 1997). En el proceso de acoplamiento de los hongos filamentosos
hay evidencias de la produccion de feromonas especificas. Asi, por ejemplo, en
Neurospora crassa, se ha visto que los gametos de un tipo sexual (masculinos)
producen feromonas a las que los individuos del tipo sexual opuesto (hembras)
responden orientando el crecimiento hacia la produccion de hifas receptivas al

acoplamiento (Kronstad y Staben, 1997).

El término idiomorfo se ha acufiado porque los alelos MAT1-1 y MAT1-2 tienen
una longitud y secuencias de nucledtidos muy diferenciadas y codifican genes
diferentes. El alelo MAT1-1 codifica tres genes MAT1-1-1, MAT1-1-2 'y el MAT1-1-3. El
alelo MAT1-2 codifica un tnico gen, MAT1-2-1 (McGuire et al., 2001).

MATI-1
T T
| | | | | | I |
1 2 3 4 5 6 7 8
MATI-2
=< ] E—
1kb
| | | |
1 2 3 4

Figura 10: Organizacion del idiomorfo y regiones flanqueantes del locus MAT de C. parasitica. Las
flechas representan ORFs dentro del idiomorfo e indican la direccion de la transcripcion. Los
tramos de tres lineas indican regiones no codificantes dentro del idiomorfo. Los tramos grises
indican las secuencias de las regiones flanqueantes (Tomado de McGuire et al., 2004).

En este trabajo se va a usar la nomenclatura propuesta por Turgeon y Yoder
(2000), seguida también por otros autores (Marra y Milgroom, 2001, McGuire et al.,
2001) quienes sustituyen las designaciones formales MAT1-1 y MAT1-2 por MAT-1y
MAT-2, respectivamente.

1.5.- Control de la enfermedad del chancro.

Después de la aparicion de la enfermedad en EE.UU. se siguieron diferentes
estrategias para su control. En un primer intento para prevenir su dispersion se podoé el
material infectado, se aplicaron diferentes productos fungicidas y se realizo la tala rasa

de bosques enteros. Sin embargo, a pesar del esfuerzo realizado, no fue posible evitar ni
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su dispersion, ni que se viesen afectados grandes arboles ni extensas areas (Merkell,

1906; Newhouse, 1990 cf. Gryzenhout et al., 2009).

A lo largo de los afios se han realizado algunas pruebas de control quimico de la
enfermedad con diferentes productos fungicidas, aplicados siguiendo distintas
estrategias. Todos estos productos mostraron un mayor o menor ¢éxito en el control de la
enfermedad pero, o bien han resultado ser poco efectivos para un tratamiento a largo
plazo, o bien su aplicacion resultaba ser poco practica (Jaynes y Van Alfen, 1977;
Anagnostakis, 1982, Canciani et al., 1995; Aksoy y Serdar, 2004). Por otro lado, la
tendencia actual es a reducir los tratamientos fitosanitarios y mucho mas tratindose de
bosques; en este sentido la Comunidad Econdémica Europea ha reducido la lista de

materias activas autorizadas.

La escasa eficacia del control quimico ha hecho que los esfuerzos se dirigieran
hacia otros métodos o estrategias de control. Asi, la busqueda de hibridos de castafio
resistentes se basa en los altos niveles de resistencia que las especies asiaticas, C.
crenata 'y en especial C. mollissima, presentan frente a la enfermedad. Estas especies se
incluyen en programas de retrocruzamiento con las especies C. dentata en EE.UU. y C.
sativa en Europa, en los que la progenie resultante es sometida a pruebas de
patogenicidad. Ademas, con el fin de reducir el tiempo necesario para realizar este
trabajo e incrementar la eficiencia al seleccionar el material, se estan utilizando
marcadores moleculares. Aln asi, resulta ser un proceso lento y, aunque a menudo se
encuentran dentro de las progenies individuos con algin nivel de resistencia, no
presentan otras cualidades, como la morfologia deseada y, principalmente, el vigor

necesario para asegurar su supervivencia en el bosque (Gryzenhout et al., 2009).

Por estas razones la alternativa mas atractiva al control de la enfermedad viene
determinada por el fendmeno de la hipovirulencia, descubierto en el afio 1951 cuando se
observaron chancros de morfologia diferente sobre unos arboles que parecian estar
recuperandose (Biraghi, 1951 cf. Hillman y Suzuki, 2004). De este tipo de chancros,
Grente aislo unas cepas del hongo atipicas (Grente, 1965 cf. Anagnostakis, 1995), que
tenian color blanco, baja esporulacidon y crecimiento mas lento que las aisladas de los
chancros de arboles muertos (Hillman y Suzuki, 2004). A la espontdnea cicatrizacion

de los chancros causada por este tipo de cepas se le denomin6 hipovirulencia y a las

W
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cepas que la causaban cepas hipovirulentas. En 1975 se comprobo serologicamente que
las cepas hipovirulentas del hongo contenian un ARN de doble cadena (dsARN) que no
aparecia en las cepas virulentas (Moffitt y Lister, 1975) y, mds tarde, esto se corrobor6

por métodos moleculares (Day et al., 1977).

Las siguientes observaciones abrieron el campo de la utilizacién de este hecho

en la lucha biologica contra la enfermedad (Anagnostakis y Day, 1979):

e Las caracteristicas de las cepas hipovirulentas se podian transmitir a las
cepas virulentas del hongo (conversion).

e Si esta transmision se producia en un arbol afectado, el chancro detenia
su desarrollo y el tejido cicatrizaba.

e Este chancro podria servir, a su vez, como fuente de indculo

hipovirulento (autosostenibilidad).

Mas adelante, se vio que estos dsARN eran virus que se encontraban en el
citoplasma parasitando al hongo y fueron clasificados por Hillman et al. en 1995 dentro

de la familia Hypoviridae (Hilman y Suzuki, 2004).

Del analisis de diferentes aislados de C. parasitica provenientes de Europa,
EE.UU. y Asia, se han podido aislar hasta cuatro hipovirus, denominados como CHV-1
a 4, siguiendo el orden cronologico de la caracterizacion completa de su secuencia y la
determinacion de que representan especies individuales. En la figura 11 se presenta un

esquema de la organizacion gendmica de estas cuatro especies.

El CHV-1 se ha asociado a la hipovirulencia en Europa e influye en diferentes
aspectos del hongo, ademés de la ya mencionada menor virulencia. Asi, las cepas
infectadas por este virus ven afectada su morfologia y presentan una coloracion
blanquecina y una reducida esporulacion (Milgroom y Cortesi, 2004). También se ven
reducidas la acumulacién de oxalato y la produccion del enzima lacasa (Rigling et al.,

1989).

El CHV-2 aparece de forma natural en EE.UU. y también se ha encontrado en
algunos aislamientos de China. Las cepas portadoras de este virus difieren de las

anteriores en que tienen una coloracion marrén, un micelio mas fino y de crecimiento
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mas lento, y se muestran muy débiles al inocularlas sobre ramas de castafio (Hillman y

Suzuki, 2004).

Los virus CHV-3 y CHV-4 se encontraron solamente en EE.UU. Las cepas
portadoras del CHV-3 también tienen caracteristicas diferenciales, como la presencia de
margenes lobulados y no presentan reduccion en la pigmentacion, en la esporulacion, ni
en la actividad del enzima lacasa (Hillman y Suzuki, 2004). Las cepas que portan el
CHV-4 presentan caracteristicas semejantes a las virulentas, e incluso en varios trabajos
se recoge que este virus no afecta a la virulencia del hongo (Enebak ef al., 1994, Liu et

al., 2002).

CHVAISRD 1930t Ay ORF ss08nt 456 it
I h

(9,2 kb)

P27
CHV3/GH2 36ant ~ ORF ss22n 808 it
(9,8 kb) I

Paz

ORH A1segnt

CHVA/EPTA3 495 nt ORF B g498nt 851 nt

(12,7 kb) |—

P29 P4 P48

ORF/A1214 1t

487 nt ORF B 973 nt 831 nt

CHV2/NBS8 |

(12,5 kb)
P50 P52

Figura 11: Diagrama esquematico de la organizacion gendémica de las cuatro especies de la familia
Hypoviridae. En la zona central se representa la region codificante y se destacan las diferencias en el
ORF A. nt=nucleétidos (Adaptado de Hillman y Suzuki, 2004).

La transferencia de los virus, de una cepa infectada a otra libre, puede ser
horizontal mediante anastomosis hifal, o vertical, a través de los conidios (Nuss, 1996).
En Europa, la hipovirulencia ha resultado ser un método de control sostenible

(Anagnostakis, 1995) debido principalmente a la dispersiéon natural del virus y, en
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algunas zonas, también por el tratamiento realizado a los chancros con cepas
hipovirulentas. Sin embargo, en EE.UU. no ha tenido tanto éxito como medio de
biocontrol, puesto que el virus no se ha dispersado tan facilmente debido a la barrera
que supone la incompatibilidad vegetativa, ya que el nimero de GCV presentes en

EE.UU. es mayor que en Europa (Nuss, 1992),

La sintesis de copias de ARN del virus CHV-1 supondria una solucién a los
problemas de dispersion del hongo, ya que estas copias se pueden transmitir, ademads, a
través de las ascosporas. Los ensayos de campo, sin embargo, han mostrado que,
aunque estos virus son capaces de sobrevivir en el campo, no compiten bien con las

cepas virulentas del hongo (Anagnostakis, 1998).

Hay que tener en cuenta, también, que una correcta gestion del bosque y unas
buenas practicas silvicolas son necesarias para asegurar el éxito, a largo plazo, de
cualquier medida de control (Griffin, 1986). Practicas como el aclareo y poda del
material infectado, asi como su posterior retirada, reducen la cantidad de indculo y
favorecen el crecimiento de los arboles supervivientes. Si, ademas, se dejan en el campo
los arboles con chancros hipovirulentos, se incrementaran los niveles de indculo de este

tipo de cepas (Turchetti, 1982).

1.6.- Caracterizacion fenotipica, genotipica y patogénica.

Como se ha mencionado anteriormente, se han descrito diferentes fenotipos de
las cepas de C. parasitica, en algunos casos asociados a la presencia de los hipovirus
(Robin et al., 2000; Gomez, 2004), por lo que el estudio de las caracteristicas del hongo
es relevante no solo de cara a su identificacion sino también a la seleccion de posibles

cepas hipovirulentas.

En cuanto a la caracterizacion genotipica, en los ultimos afios se ha venido
produciendo un aumento del niimero de técnicas moleculares empleadas, tanto en la
identificacion de hongos fitopatdgenos, como en la diferenciacion inter e intraespecie.
Estas técnicas ofrecen resultados fiables y, generalmente, mas rapidos que las pruebas
basadas en caracteristicas morfoldgicas, y constituyen un apoyo a las técnicas clasicas

de identificacion. Entre las técnicas mas utilizadas para identificar hongos se encuentra
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el estudio de genes ribosomales. Los genes ribosomales de eucariotas estan organizados
en repeticiones en tandem, cada una de las cuales incluye las secuencias de los genes
188, 5,8S y 28S y dos regiones intergénicas ITS1 e ITS2 (Internal Transcribed Spacers).
Entre cada una de las repeticiones se encuentra un espaciador intergénico (IGS,
Intergenic Spacer). La secuencia de los genes ribosomales esta muy conservada en toda
la escala evolutiva, mientras que las regiones ITS y el IGS, por su parte, han
evolucionado de manera mas rapida. El estudio de unas y otras secuencias permite que
se puedan utilizar en clasificacion y, ocasionalmente, en tipificacion (White et al.,
1990). En recientes trabajos aparecen datos filogenéticos que incluyen todos los taxones

conocidos de la familia Cryphonectriaceae (Gryzenhout et al., 2009).

Ademas, hay numerosos marcadores moleculares que facilitan la tipificacion o el
genotipado de las poblaciones de patogenos. La técnica RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) consiste en la amplificacion arbitraria de secuencias de ADN
polimorficas de las que se desconoce su funcion (Williams ef al., 1990). En esta técnica
se emplea un Unico oligonucledtido con secuencias arbitrarias (Welsh y McClelland,
1990), y en su disefio se siguen los criterios referentes a su composicion y longitud. Asi,
el contenido guanina y citosina (G+C) ha de ser, como minimo, del 40% y la longitud
de, al menos, nueve bases, para que se puedan generar niveles detectables de productos
de amplificacion (Williams et al., 1990). El perfil de bandas resultante se utiliza como
base para la tipificacion de las cepas y constituye un RAPD-tipo (Williams ef al., 1990).
Esta técnica ha sido empleada para caracterizar y estimar la diversidad genética de

distintas poblaciones de C. parasitica (Wronski et al., 1997, Yan et al., 2007).

Los SSR (Simple Sequence Repeats), también conocidos como microsatélites,
son loci que poseen una alta tasa de mutacion (polimoérficos) y se encuentran en zonas
no codificantes del ADN nuclear. Son repeticiones de uno a seis nucleotidos que se
repiten en tandem. En el estudio de poblaciones, este tipo de marcador molecular
permite obtener el genotipo de cada individuo para cada locus analizado (genotipado).
Esta técnica se ha usado en recientes trabajos para caracterizar morfologicamente

diferentes poblaciones de C. parasitica (Davis et al., 2005, Breuillin et al., 2006).

19



1.- INTRODUCCION

Por ultimo, medir la virulencia de los patégenos forestales sobre sus huéspedes
es mas complicado que hacerlo en aquellos que afectan a plantas anuales o herbaceas,
no s6lo por razones de espacio, sino también por el tiempo necesario para su desarrollo.
Debido a esto, se han desarrollado diferentes métodos alternativos, que en el caso de C.
parasitica consisten en la inoculacion de ramas de castafio en parada vegetativa (Jaynes
y Elliston, 1980), el ensayo sobre corteza de castafio (Lee ef al., 1992) y la inoculacion

sobre otros huéspedes tales como manzana de la variedad golden (Fulbright, 1984).

En el estudio de este hongo se han desarrollado también métodos indirectos para
comparar la virulencia de los aislamientos, como es la medida de la actividad
extracelular del enzima lacasa (Chung et al., 2008), ya que las cepas hipovirulentas del
hongo (infectadas por el CHV-1), tienen disminuida la sintesis de este enzima debido a

la no acumulacién del mRNA del enzima (Thurston, 1994).

El enzima lacasa se describié por primera vez en los exudados de la especie
arborea Rhus vernicifera (Yoshida, 1883 cf. Thurston, 1994). Posteriormente, se
encontr6 que también era producido por diferentes especies de hongos, bacterias e
insectos (Dean y Erikson, 1994). Este enzima es una polifenol oxidasa y pertenece al
grupo de enzimas llamado “large blue copper proteins” (Thurston, 1994). En los
hongos, este enzima parece estar implicado en diferentes procesos fisiologicos que se

pueden agrupar en tres principales procesos biologicos:

e Metabolismo de la lignina, como parte del proceso de degradacion de
tejidos.

e Morfogénesis, como por ejemplo en la formacion de determinados
pigmentos, en la formacion de los rizomorfos y en el desarrollo del
cuerpo de fructificacion.

e Reacciones de defensa, que se pueden considerar como un mecanismo de
proteccion frente a los procesos oxidativos y de detoxificacion de los
compuestos fendlicos perjudiciales que se producen dentro del huésped

(Chung, et al., 2008).

El interés de este enzima, en el caso del chancro, radica, pues, en que puede ser

util como método para identificar cepas del hongo infectadas por CHV-1.
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1.7.- Planteamiento y Objetivos.

Debido a la importancia socio-econémica del castafio en Asturias y a la
gravedad de la enfermedad y a su rapida extension en nuestros castaiares, se planteo
abrir una linea de investigacion sobre la enfermedad con vistas a conocer la situacion

actual y poder realizar actuaciones para mejorarla.

El trabajo se plante6 en base a los siguientes objetivos:

1.- Determinar la situacion actual de la enfermedad en los castafiares del
Principado de Asturias y establecer una coleccion de trabajo, con cepas del hongo

Cryphonectria parasitica, representativa de la realidad asturiana.

2.- Conocer la variabilidad del hongo referida a los grupos de compatibilidad
vegetativa, ya que es el primer condicionante de la propagacion de la hipovirulencia, y
el potencial incremento de esa variabilidad, que se podria producir debido a la
recombinacion genética causada por la reproduccion sexual, determinando la presencia

de los genes MAT.

3.- Caracterizar morfologicamente los aislamientos de dicha coleccion de
trabajo, como primer paso en la deteccion de cepas hipovirulentas del hongo
complementandolo con una caracterizacion patogénica de los aislamientos de la

coleccion de trabajo.

4.- Aplicar técnicas moleculares al estudio de los aislamientos de la coleccion.

5.- Estudiar la eficacia de una posible alternativa quimica para el control de la
enfermedad con el objetivo de ser aplicada en situaciones puntuales tales como la

produccion de planta en viveros o el tratamiento de arboles singulares.

Estos objetivos, planteados en el marco temporal de duracion de una tesis
doctoral, abren un campo de trabajo en el que el objetivo ultimo seria, ademas de
aumentar el conocimiento de la enfermedad, poder realizar tratamientos que mejoren la

situacion de los bosques de castafio asturianos.






2.- MATERIALES Y METODOS






2.- MATERIAL Y METODOS

2.1.- Cepas.

En este trabajo se han utilizado 778 aislamientos del hongo:

e 610, correspondientes a 69 concejos, obtenidos en el presente trabajo,
que se codificaron como LFPAH-n° cepa (Laboratorio de Fitopatologia
Principado de Asturias Hongos).

e 25, correspondientes a nueve concejos, cedidos por el Laboratorio de
Sanidad Vegetal del Principado de Asturias.

e 111, correspondientes al concejo de Aller, cedidos por el Programa

Forestal del SERIDA.

En la Figura 12, se muestra la distribucion, por concejos, de las cepas cedidas

que se han utilizado en este trabajo.

Figura 12: Concejos asturianos de los que se tienen cepas obtenidas en trabajos anteriores. En
naranja, concejos de los que se conservaban cepas del hongo cedidas por Sanidad Vegetal
(Valdezate et al., 2001); en rojo, concejo de Aller, muestreado por Gonzalez (2004).

Como Cepas control se han utilizado:

e Cuatro cepas de C. parasitica de origen americano (ATCC52571, CCP19,
CCP47 y CCP52), cedidas por el Laboratorio de Sanidad Vegetal del Principado
de Asturias.

e 064 aislamientos que forman los grupos de compatibilidad vegetativa tipo

europeos (Cortesi y Milgroom, 1988), cedidos por los Drs. Cortesi y Milgroom.
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e Cepas de referencia pertenecientes a la familia Cryphonectriaceae (Tabla 1),

adquiridas en dos colecciones de cultivo europeas (CABI Bioscience, Reino

Unido y Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), Paises Bajos).

Tabla 1: Aislamientos de la familia Cryphonectriaceae adquiridos durante la realizacion del

presente trabajo.

ESPECIE BASIONIMO COLECCION Cadigo
Cryphonectria gyrosa (Berk & Broome) Sacc. CABI M1 281618
Chrysoporthe cubensis (Bruner) Gryzenhout & Wingfield Cryphonectria cubensis CBS :SCBBS;gSSZ %13
Cryphonectria nitschkei (G.H. Otth) M.E.Barr CBS 1CBS109776
Cryphonectria radicalis M.E.Barr CBS 1CBS112917
Cryphonectria macrospora (Kobayashi & Kaz. It6) M.E.Barr CBS 1CBS109764
Cryphonectria parasitica (Murrill) M.E.Barr CBS 'CBS114.13

Cepas utilizadas para el ensayo de RAPD.
2Adquirida como Cryphonectria havanensis.

2.2.- Medios de cultivo.

e Agar de patata dextrosa, APD (Gams et al., 1998): Se cocieron durante 20

minutos 200g de patatas peladas, el caldo de coccidn se filtrd a través de una tela

de muselina, y se afiadi6 agua destilada hasta completar un litro. A este caldo se

le afiadieron 20 g de glucosa y 16 g de agar. Se esterilizd en autoclave (20 min. a

120°C) y se dispensé en placas de petri estériles a razén de 15 ml por placa, en

una cabina de flujo laminar.

e Caldo de patata dextrosa, CPD: Se siguié el mismo procedimiento descrito para

el APD, pero en este caso no se anadio6 agar.

e Agar de patata dextrosa acidificado, APDa: Se prepar6 anadiendo al APD estéril

2 ml/l de acido lactico.
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e Agar de patata dextrosa enriquecido con metionina y biotina, APDmb

(Anagnostakis, 1984): APD al que se afiadi6 antes del autoclavado 0,1 g/l de

metionina y 0,001 g/l de biotina.

e Agar de patata dextrosa y verde de bromocresol, APDbr (Powell, 1995):

APDmb al que se afadido antes del autoclavado 0,05 g/l de verde de

bromocresol.

e Medio de Bavendamm con modificaciones (Ju et al., 2002): Se prepararon y

esterilizaron por separado (20 minutos a 120°C): 200 ml de 4cido tanico al 0,7%,

pH 4,5 y 800 ml de extracto de malta al 1,5% con agar al 2%. Se mezclaron en

condiciones de asepsia, en cabina de flujo laminar, y se dispensaron 15 ml en

cada placa de petri.

Todos los medios se conservaron a una temperatura de 4°C hasta su uso.

2.3.- Iniciadores.

En diferentes apartados de este trabajo se han utilizado los iniciadores que se

recogen en la Tabla 2, suministrados por Roche (Roche Diagnostics S.L., Espana).

Tabla 2: Descripcion de los iniciadores utilizados en este trabajo.

INICIADOR SECUENCIA: 5~ 3° REFERENCIA
St TCACGATGCA Williams et al., 1990
Ae) AGC AGC GCC TCA Miyata et al., 1995
OPB-6@) TGCTCTGCCC Lin et al., 1996
OPS-19@ GAG TCAGCAG Laconcha et al., 1998
ERIC-2@ AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G Versalovic et al., 1991
SER-6@ GAAACAGCG G Andnimo, 2005
SER-8@ GGA GCC CAC Andnimo, 2005
SER-14@) GCCGTCTACG Andnimo, 2005
SER-176) GGC ATC GGCC Andnimo, 2005
SER-216@) GTG AGC GTC Andnimo, 2005
OPR-01@ TGC GGG TCCT Gwo-Fang et al., 1995
OPA-04(@ AATCGG GCT G Gwo-Fang et al., 1995
OPB-106@ CTGCTGGGAC Gwo-Fang et al., 1995
M1-GS1n®) GATGACAACGACGTCGAAGAATCAGAGTG McGuire et al., 2004
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Continuacion Tabla 2.

INICIADOR SECUENCIA: 5'— 3’ REFERENCIA
M1-GS3-revt) CAGATGTCAACGGCCTTCAGGCCAGGA McGuire et al., 2004
M2-GS3¢) TTCAACCTGTCCAAGACTGTAGCCTTCG McGuire et al., 2004
gs1-d-It) CTCCCGATGGATTGGGGAAGATAATGGGC McGuire et al., 2004

107-650 (Fw) ©

(NCATGCGAGAAATGCAGGAGTGTTG

Davis et al., 2005

107-650 (Rv) © GGGCTCCAGGATATCGAAGACATT Davis et al., 2005
CPE1(Fw)@© (WGTCTCACCACACATCGCAAG Breuillin et al., 2006
CPE1(Rv) TCATCACGACAAAAGAAGACG Breuillin et al., 2006
CPE3(Fw)© (CAACTCGTCACCCACCTTG Breuillin et al., 2006
CPE3(Rv)© ATAGGCATTCTCCGCTCTTG Breuillin et al., 2006
CPE4(Fw)© (WACCTGAACCGACCTGGCTTTG Breuillin et al., 2006
CPE4(Rv)© CCTTGTTGTGGTGGTGGAG Breuillin et al., 2006
CPE5(Fw)© (TGTCAACAACGGTCAACACC Breuillin et al., 2006
CPE5(Rv) © CGGAGAGGAGAACTCTGAGAC Breuillin et al., 2006
CPE8(Fw)© (WGCGAGCAAGCGTGATTCC Breuillin et al., 2006
CPE8(Rv)© GCTCGTCCTGGTCCTCCT Breuillin et al., 2006
CPG3(Fw)@© (NCGTAAGGCAGAGGCAGAGAC Breuillin et al., 2006
CPG3(Rv)@© TCCCTATGCCCAAGACACTC Breuillin et al., 2006
CPG4(Fw) © (MATGCTCCGAAGGTTTGTCAC Breuillin et al., 2006
CPG4(Rv)®© CAACCGCAATCTGTTTCCTC Breuillin et al., 2006
CPG6(Fw) © (MATCATCACGACGCAATGGTA Kubisiak et al., 2007
CPGB(Rv)© TCCGGGCATTCAGCAMAT Kubisiak et al., 2007
CPG7(Fw)@© (NGGGCATGACAACTGAGAAGG Kubisiak et al., 2007
CPG7(Rv)@© @GCTGTCGTCTCTCTCGATCAC Kubisiak et al., 2007

CPG14(Fw)© (TTCTGAAGGTGGTTGTGGTG Kubisiak et al., 2007
CPG14(Rv) @ GGTCCGAACCATCAAAAGAC Kubisiak et al., 2007

CpSI006(Fw) © (MATGTCGAGTTTACCCGATGG Kubisiak et al., 2007

CpSI006(Rv) © @GAGATGTGTGGAATGCAACG Kubisiak et al., 2007

CpSI009(Fw) (@ (WATCATCCATCCTGTCCGAGT Kubisiak et al., 2007

CpSI009(Rv) © @ATGGGGTTGGCATAATCTTCT Kubisiak et al., 2007

CpSI032(Fw) @ (WGCCAGCACTTGTTACGACAG Kubisiak et al., 2007

CpSI032(Rv) © @CGGAGCAGACATCAGGTTCT Kubisiak et al., 2007

CpSI054(Fw) © (MCTTGATAAACGAGGGCCAAG Kubisiak et al., 2007

CpSI054(Rv) © @AGAAGGTGACGTTTTGCCAGT Kubisiak et al., 2007

CpSI072(Fw) © (CTACGACCGAGAGGTTGAGG Kubisiak et al., 2007

CpSI072(Rv) @

@GTCATCCCAGTACAGCAGCA

Kubisiak et al., 2007

(
(
(
(Iniciadores que llevan la secuencia M-13.
(

2Iniciadores que llevan la secuencia Pig-tail.

@ |niciadores utilizados para la aplicacién de la técnica RAPD.
b) Iniciadores utilizados para la amplificacion de los idiomorfos MAT-1y MAT-2.
¢ Iniciadores utilizados para la aplicacion de la técnica SSR. En este caso el nombre se corresponde con el locus amplificado.

2.4.- Materias activas utilizadas en los ensayos de fitosanitarios.

En los ensayos realizados in vitro e in vivo se utilizaron los productos

fitosanitarios que aparecen recogidos en la Tabla 3.
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Tabla 3: Materias activas utilizadas en los ensayos de productos fitosanitarios.

MATERIA ACTIVA NOMBRE COMERCIAL DISTRIBUIDOR
Carbendazima (20%) + Flutriafol (9,4%) p/v SC Impact-R Agrodan, Madrid
Captan (85%) WP Agrocapt 85 Industrial Quimica Key, Lérida
Epoxiconazol (12,5%) piv SC Lovit Basf Espafriola, Barcelona
Azoxystrobin (25%) SC Quadris Zeneca Agro, Madrid
Ofurace (6%) + Folpet (32%) + Cimoxanilo (3%) WP Caltan P Zeneca Agro, Madrid
Flusilazol (0,5%) + Carbendazima (1%) p/v SE Escudo DuPont Ibérica, Barcelona
(MCarbendazima (50%) p/v SC Bavistin FL Basf Espafiola, Barcelona

("Materia activa usada solamente en el ensayo in vivo

2.5.- Invernadero.

Para realizar el ensayo in vivo se acondicion6 un invernadero en el que se
alojaron las plantas de castafio en contenedores. Para ello se utilizé la estructura tubular
de uno de los invernaderos tipo mini-capilla de los que dispone el SERIDA, cuyas
medidas son 40 m de largo, 4 m de ancho y 3 m de altura cenital. Para la cubierta se
utilizé malla anti-pulgén (densidad: 134 g/m?, luz: 375 micras) y en el suelo se colocod
una malla anti-hierba (densidad: 150 g/cm?). Se instald un sistema de riego localizado
con dos sectores y goteros autocompensantes (Netafim 8 I/h) con dos piquetas (Figura

13).

Figura 13: Ensayo de fitosanitarios in vivo. a) Disposicién de las macetas dentro del invernadero.
b) Detalle de las piquetas del sistema de riego.
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2.6. Plantas de castano.

Para la realizacion del ensayo de fitosanitarios in vivo, se utilizaron 126 plantas
de castafio de dos afios de edad y 112 plantas de un afio de edad, cedidas por el

Programa Forestal del SERIDA.

Estas plantas se transplantaron a contenedores de siete litros de volumen. El
sustrato utilizado fue turba rubia (Turba rubia media + 25% de fibra de coco), a la que
se afladi6 un abono de liberacion lenta (Osmocote Exact 12/14 meses) siguiendo las

dosis propuestas por el fabricante.

2.7.- Muestreo.

El muestreo se llevo a cabo entre los afios 2005-2007 y, debido a la distribucién
de los castafios en Asturias, se utilizdo como unidad de muestreo el concejo, a pesar de

ser un término administrativo.

Para cubrir los 78 concejos, que forman el Principado de Asturias, se disefiaron
una serie de rutas, cada una de las cuales tenia una serie de puntos de muestreo que
correspondian con: masas de castaiio de aprovechamiento forestal (Figura 14a), rodales
de castafios asociados a praderas (Figura 14b), arboles aislados en los bordes de las
carreteras (Figura 14c¢), grupos de arboles que forman linderos de fincas (Figura 14d) o
bordes de caminos (Figura 14e), arboles que forman sotos de castafio para el
aprovechamiento del fruto (Figura 14f) y arboles singulares situados en zonas urbanas
(Figura 14g). Todos los aislamientos pertenecientes a un mismo punto de muestreo se
agruparon para formar una subpoblacion y posteriormente todas las subpoblaciones de

un mismo concejo se agruparon para formar una poblacion.

En cada punto de muestreo se anotd el aspecto general; sano, cuando no se
encontrd ningun chancro; afectado, cuando se encontr6 al menos un chancro; muy
afectado, cuando se observaron varios chancros. A los puntos de muestreo se les asign6
el nombre del pueblo més cercano y, cuando fue posible, se anotaron sus coordenadas
usando un GPS (Meridian Gold, Magellan, EE.UU.). Ademas, la informacién de campo

se completd con una amplia coleccion de fotografias.
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Figura 14: Castafios en el Principado de Asturias. a) Aspecto de una tipica masa de castafio de
aprovechamiento forestal. b) Rodal de castaiios asociado a praderas. ¢) Arbol aislado al borde de
una carretera. d) Arboles que forman parte de los linderos de fincas. e) Arboles en los bordes de

caminos. f) Arbol centenario en un soto de castafios para aprovechamiento de fruto. g) Arbol
singular en un parque asturiano.
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En cada punto de muestreo, se localizd un castafio que presentase los sintomas
tipicos de la enfermedad, es decir, coloraciones rojizas y grietas longitudinales en la
corteza, pustulas naranja-amarillentas en el exterior de la corteza y el chancro
propiamente dicho. Con ayuda de un pequeiio hacha, desinfectada con hipoclorito
sodico al 10%, se recogi6 un trozo de corteza del borde de la lesion de
aproximadamente cinco centimetros de lado. Se tomd una sola muestra por chancro y
arbol para evitar en lo posible el muestreo de clones (Milgroom et al., 1993; Milgroom
y Lipari, 1995). Las muestras se guardaron en una bolsa de plastico debidamente

codificada.

Para tomar las muestras se tuvo en cuenta que el micelio de C. parasitica forma,
por debajo de la corteza de los arboles infectados, unos abanicos caracteristicos que no
se conocen para otras especies y que facilitan su identificacion (Gryzenhout, et al.,

2009).

Las siguientes muestras tomadas en un mismo punto de muestreo se tomaron a
una distancia de, al menos, diez metros de la anterior para evitar obtener en lo posible
aislamientos homotalicos. (Robin et al., 2000, Homs et al., 2001). El nimero de
muestras recogidas en cada punto de muestreo varié en funcion del grado de afectacion
(datos no mostrados) y nunca superaron las diez muestras. Las muestras se mantuvieron

a temperatura ambiente hasta su procesado en el laboratorio.

Ademas, con el fin de detectar cepas hipovirulentas del hongo se tomaron
muestras de arboles que presentaban los sintomas que se han descrito como producidos

por este tipo de cepas, es decir lesiones superficiales de la corteza.

2.8.- Aislamiento e identificacion.

Las muestras se procesaron en el plazo de 24 a 48 horas tras su recogida. Para
ello, con ayuda de un sacabocados estéril se obtuvieron discos de cinco milimetros de
diametro a partir de los trozos de corteza recogidos. Los discos se limpiaron con alcohol
y se colocaron con la corteza hacia arriba (Anagnostakis, 1988) en placas que contenian

medio APDa (Figura 15). Se utilizaron dos discos de corteza por cada muestra y se
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incubaron en una estufa (B-6520 Heraeus, S.A., Espafia) a una temperatura de 25°C y

oscuridad.

& ®
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Figura 15: Aislamiento del hongo. a) Placa de APDa; en cada sector se colocaron dos discos de
corteza para cada una de las muestras. b) Crecimiento del micelio del hongo después del periodo de
incubacion.

El micelio del hongo obtenido se repicd a otra placa de APDa usando una aguja
estéril y se incubd en las mismas condiciones. Este repicado se realizo al azar con el
micelio que crecia de los dos discos sembrados por cada muestra, excepto cuando se
observo la existencia de diferencias en el micelio de cada uno de ellos. En estos casos,
se procedid a repicar los dos tipos codificandolos como n° muestra.l y n® muestra.2.
Estos cultivos se conservaron a 4 °C hasta que se realizaron los cultivos

mono/conidiales.

2.9.- Cultivos mono/conidiales.

Se realizaron mediante diluciones seriadas, tomandose una porcion de micelio
del hongo con un palillo estéril, que se introdujo en un vial de microcentrifuga de 2 ml
de volumen al que se afiadié 1 ml de agua destilada estéril y, con la ayuda del palillo, se
disgregd el micelio. Partiendo de este vial, se realizaron diluciones seriadas hasta llegar
a 10”. De las cuatro ultimas diluciones (10 a 107), se sembraron 50 ul en sibana en

una placa de APD usando un asa de Drigalsky estéril y se incub6 en oscuridad a 25° C.

De las placas en las que se observo una unidad formadora de colonia del hongo,
o dos suficientemente separadas, se eligid una al azar y se pas6 a una placa de APDmb.
Se incubd cinco dias en las condiciones mencionadas anteriormente y se mantuvo a 4°C

para su conservacion.
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2.10.- Métodos de extraccion de ADN.

Se ensayaron tres métodos de lisis diferentes para seleccionar el que nos

permitiese conseguir una cantidad suficiente de ADN y que fuese rapido y econdmico,

dado el gran volumen de extracciones a realizar.

34

Lisis por choque térmico (Lecomte et al., 2000). Se sembrd el hongo en una
placa de APD y se incubd a 25°C y oscuridad hasta que el micelio cubriese toda
la superficie de la placa. Se rasp6 el micelio con una espatula estéril y se
resuspendié en 50 pl de agua bidestilada en un vial de microcentrifuga. Se
calentd6 al bafio maria a 95°C durante 10 min. y se enfrid rapidamente

sumergiéndolo en hielo/etanol. El lisado se mantuvo a -20°C hasta su utilizacion.

Lisis ayudada de micropistilos. Se sembr6 el hongo en 500 ul de CPD y se
incubd a 25°C durante tres dias (Cenis, 1992), después de los cuales se elimin6
el caldo y se lavo el sedimento con tampon TE (Tris CIH 10mM, EDTA ImM).
Se afiadieron 300 pl del tampon de lisis (Liu et al., 2000), con modificaciones:
400mM Tris-HCI, pH: 8,0; 60mM EDTA, pH: 8,0; 150mM NaCl; 1 % SDS; 50
ul/ml de proteinasa K (20 mg/ml). La mezcla se someti6 a rotura mecanica con
un micropistilo movido por un motor eléctrico. Se anadieron 150 pl de acetato
sodico 3M y se dejo durante 10 min. a —20°C. Se centrifug6 a 14.000 rpm
durante 2 min., y se transfiri6 el sobrenadante a otro vial de 1,5 ml. Se afiadieron
450 ul de fenol equilibrado y estabilizado y otros 450 pl de cloroformo-
isoamilalcohol (24:1) y se agitd. Se centrifugd a 14.000 rpm durante 5 min. y se
recuperd el sobrenadante a otro vial. Este paso se repitié tantas veces como fue
necesario para conseguir un sobrenadante limpio haciendo el ultimo paso
solamente con la mezcla de cloroformo-isoamilalcohol. Se recuperd el
sobrenadante y se afadieron 5 pl de RNAsa (Roche Diagnostics S.L., Espafia)
incubando a 37°C durante 15 - 30 min. Se anadieron 125 ul de acetato amonico
7,5M y 800 ul de etanol absoluto frio a -20°C y se dejo toda la noche a -20°C,
tras lo cual se centrifug6 a 14.000 rpm durante 15 min. y se recogio el sedimento
que se lavd con 100 ul de Etanol frio (-20°C) al 70 %, se centrifugé a 14.000

rpm durante 5 min., se eliminé el sobrenadante y se dejo secar en estufa a 37°C
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(15-30 min.). Se disolvio en 20 pl de TE y se mantuvo a -20°C hasta su

utilizacion.

e Lisis con bolas de vidrio. Se sembré el hongo utilizando una aguja estéril, en
una placa de APD sobre la que se habia colocado un disco de papel celofan
estéril (Cassago et al., 2002) y se incubd durante cinco dias a 25°C y oscuridad.
Usando un palillo estéril se tomd una cantidad de micelio correspondiente a un
cuadrado de aproximadamente tres centimetros de lado y se deposité en un vial
de microcentrifuga de 2 ml Se afiadieron 350 pl de la solucion de lisis descrita
en el método anterior y se mantuvo durante 30 min. a temperatura ambiente. Se
afiadié una bola de vidrio estéril (@ = 3mm) y un volumen de 100 ul de Glass
Beads (Glass Beads Acid-washed < 106 pm, SIGMA-ALDRICH Inc., EE.UU.).
Se realizo tres veces consecutivas un proceso de agitacion, en un molino Restsch
MM2000 (Restsch, Alemania) durante 15 min. a maxima potencia, y reposo, en
hielo durante 15 min. Luego, se afiadieron 150 pl de acetato sddico 3M y se dejo
durante 10 min. a una temperatura de —20°C. A partir de aqui se realizaron las

extracciones con fenol/cloroformo de la misma forma que en el método anterior.

Para comprobar el éxito de la extraccion, se sometid a electroforesis 1 pl del
ADN obtenido, en un gel de agarosa (Agarosa D-1 Low EEO, Pronadisa, Laboratorios
Conda, Espafia) al 0,8%, con tampon TBE 1X (89mM Tris, 89 mM Acido Borico, 2
mM EDTA; pH: 8,2). Las bandas del gel se visualizaron, previa tincion en una solucién
de bromuro de etidio (200 pl/litro) y se fotografiaron alternativamente con una cadmara
Polaroid CU-5 (Polaroid, Reino Unido) y con un digitalizador de iméagenes (Vilber

Lourmat, Francia).

2.11.- Determinacion de los grupos de compatibilidad vegetativa.

Se siguid el método de barrera/fusion (Andnimo, 1997). Dos cepas del hongo se
sembraron por picadura, con una separacion de aproximadamente dos milimetros,
utilizando palillos estériles. Se mantuvieron en un incubador (Precision 818; Precision
Scientific Inc., EE.UU.) siete dias en oscuridad y siete dias en iluminacion (fotoperiodo

16 h luz / 8 h oscuridad) a una temperatura de 25°C. Después del periodo de incubacion,

W
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las placas se examinaron para anotar la presencia o no de una barrera de conidios en
cada enfrentamiento. Se realizaron hasta un maximo de ocho enfrentamientos en cada

placa de APDbr.

Analogamente a lo descrito por Cortesi et al. (1996) y segun la definicion de
subpoblacion y poblacion, que se hizo en el apartado 2.7 de este capitulo, se obtuvieron
primero los GCV de cada una de las subpoblaciones enfrentando todos los aislamientos
pertenecientes a cada una de ellas y se tom6 como representante un aislamiento de cada
GCV. Para conocer los GCV de cada poblacion (o concejo) se enfrentaron los GCV de
todas las subpoblaciones de un concejo; se tomd como representante un aislamiento de
cada GCV. Por ultimo se enfrentaron los GCV de todas las poblaciones entre si y se
obtuvo el nimero de GCV de la Comunidad Auténoma. El ensayo se repitié al menos 4

veces para todos los enfrentamientos.

Una vez conocidos los GCV asturianos se realizd el mismo procedimiento

enfrentdndolos con los 64 GCV de referencia europeos.

La diversidad de los GCV se estim6 usando la riqueza, uniformidad y diversidad
de cada concejo o poblacion (Sotirovski et al., 2004). La riqueza (S) fue el nimero de
GCV encontrados en cada concejo. El maximo niimero posible de genotipos, es decir
GCV, se calculd como:

n

Zmax = 2
siendo n el numero de loci segregantes (Cortesi y Milgroom, 1998).

El indice de Shannon se calculd mediante la formula:

S

H'= _z p;Inp,

i=l
donde p, = %; n; = cepas perteneciente a cada GCV; N= cepas totales en

cada concejo.
La diversidad genotipica se calculé mediante la férmula:

n S
G =1/ p’ (Sotirovski et al., 2004).

i=l1
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La uniformidad se calculd mediante la formula:

E, =(G-1)/[e" ~1)(Sotirovski et al., 2004)

2.12.- Determinacion de los idiomorfos MAT-1'y MAT-2.

Se utilizé una subcoleccion de 301 aislamientos del hongo. Para elegirlos se tuvo
en cuenta, en primer lugar, el criterio geografico, de tal manera que se tomd, cuando fue
posible, el mismo nimero de aislamientos, elegidos al azar, de cada concejo asturiano
en el que se detectd la enfermedad. Ademas, se tuvo en cuenta la variabilidad del hongo
referida a los GCV, de tal manera que se incluyeron, también al azar, representantes de

todos los GCV encontrados.

Se realizd6 mediante amplificacion por PCR siguiendo el método descrito por
McGuire et al. (2004). La mezcla de reaccion, de 25 pl de volumen final, tenia: 200 uM
dNTPs (Bioline, Reino Unido); 0,2 uM de los dos iniciadores (M1-GS1n y M1-GS3-rev
para MAT-1 y M2-GS3 y gs1-d- para MAT-2); 0,5 U ADN polimerasa (DyNAzyme™ II
DNA polymerase, Finnzymes Oy, Finlandia); tampon suministrado por dicha casa

comercial; 1 ul de ADN; agua bidestilada estéril hasta completar el volumen.

El ADN del hongo se extrajo siguiendo el método de lisis con bolas de vidrio,

descrito en el apartado 2.10 de este capitulo.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador G-Storm (Gene
Technologies Ltd, Reino Unido) y las condiciones de la amplificacion se recogen en la

Tabla 4.

Tabla 4: Condiciones utilizadas para la amplificacion de los idiomorfos MAT-1y MAT-2.

TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
95°C 30 segundos
66°C 1 minuto 30
72°C 3 minutos
72°C 3 minutos 1
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Se realiz6 una electroforesis en tampon TBE con 20 pl del amplificado en un gel
de agarosa al 1%. Las bandas del gel se visualizaron en las condiciones descritas en el
apartado 2.10. de este capitulo. Como marcador de peso molecular se utilizé el Bio
Marker®-EXT de 50-2000 pb (Bio-Ventures Inc., EE.UU.). Los resultados se

. . 2
analizaron mediante una prueba y".

2.13.- Caracterizacion morfologica.

Los aislamientos de la colecciéon se sembraron en el medio APDmb y se
mantuvieron siete dias en oscuridad y otros siete dias en iluminacion (fotoperiodo 16 h
luz / 8 h oscuridad) a 25°C en un incubador (Precision 818, Precision Scientific Inc,
EE.UU.). Transcurrido el tiempo de incubacion, se tomaron datos de las caracteristicas
que, como se ha comentado en la introduccion, pueden verse afectadas por la presencia
de los distintos virus que pueden parasitar al hongo. Asi, en cuanto al micelio aéreo se
consideraron: densidad (alta, media, baja, sin micelio aéreo); distribucion (uniforme, no
uniforme); aspecto (algodonoso, no algodonoso, radial, no radial). En cuanto al
crecimiento del hongo se consideraron: borde de crecimiento (grandes escotaduras,
pequefias escotaduras, sin escotaduras); tipo de crecimiento (en oleadas, no oleadas).
Los tipos resultantes se subdividieron en subtipos teniendo en cuenta el color (blanco,
amarillo, naranja) que presentaba cada placa tanto por la parte superior como por la

inferior y la formacién de pustulas (alta, media, baja) (Tabla 5).

Tabla 5: Caracteristicas utilizadas para caracterizar morfolégicamente la coleccion del hongo.

CARACTERISTICA CLASIFICACION
Densidad de micelio aéreo Alta, media, baja, sin micelio aéreo
Distribucion del micelio Uniforme, no uniforme
TIPOS Aspecto del micelio Algodonoso, no algodonoso, radial, no radial
Borde de crecimiento Grandes escotaduras, pequefias escotaduras, sin escotaduras
Tipo de crecimiento En oleadas, no oleadas
Superior Blanco, amarillo, naranja
Color de la placa
SUBTIPOS Inferior Blanco, amarillo, naranja
Formacion de pustulas Alta, media, baja
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2.14.- Ensayo de virulencia.

Se realizo siguiendo el método descrito por Lee (Lee et al., 1992). Se tomaron
ramas sanas de castafio de 3-5 cm de didmetro y 50-60 cm de longitud, procedentes de
renuevos sanos de una masa de castaiio que habia sido talada el afio anterior. Se
recolectaron todas el mismo dia y en el mismo bosque para evitar en lo posible
variaciones ajenas a la inoculacion. Las ramas se limpiaron con etanol, y se
almacenaron a 4°C con la parte inferior sumergida en agua y la superior sellada con film
de laboratorio para evitar su desecacion. Se utilizaron en los siete dias siguientes a su

recogida.

Cada una de las ramas se dividio en trozos mas pequefios de aproximadamente 9
cm de longitud, que se abrieron por la mitad y, con ayuda de unas pinzas, se separd la
corteza de la madera. Se colocaron sobre papel de filtro himedo en placas de petri de
vidrio (9 cm de didmetro y 2,1 cm de alto) para formar una cdmara humeda (Figura

16a).

Con ayuda de un sacabocados estéril se obtuvieron pastillas de 5 mm de
didmetro a partir de placas de medio APD con el hongo en crecimiento activo. Estas
pastillas se colocaron de tal forma que el micelio del hongo estuviera en contacto con el
interior de la corteza y exterior de la madera (Figura 16b). Como control se usaron las

cepas hipovirulentas ATCC52571, CCP19, CCP47 y CCP52.

Figura 16: Ensayo de virulencia. a) Trozos de madera y corteza en la cAmara himeda. b)
Inoculacion con la pastilla de APD conteniendo el micelio del hongo, sobre ambos trozos.
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Las placas se incubaron en oscuridad a 25°C durante cuatro dias, transcurridos

los cuales, el area de la lesion se calculé como area de una elipse:

S

=xmxaxh

les

donde, S;es= area de la lesion producida; a = semieje mayor; b = semieje menor.

Se consideraron como posibles hipovirulentas las cepas que causaron una lesion,
tanto en madera como en corteza, menor que la media de las cepas hipovirulentas

control, con un margen de ensayo del 10%.

Posteriormente, se incubaron en iluminacion (fotoperiodo 16 h luz / 8 h
oscuridad) y después de dos semanas, se anot6 la formacion de pustulas de cada cepa,

segun una escala de valores predeterminada (alta, media, baja).

2.15.- Determinacion de la actividad del enzima lacasa.

Mediante el ensayo de Bavendamm se mide la gradacion en el color que se
produce al crecer el hongo sobre placas de medio que contienen acido tanico; La

coloracion del medio indicaria actividad fenol oxidasa (Rigling ef al., 1989).

Este ensayo se realiz6 a una subcoleccion de 471 aislamientos del hongo, en los
que se incluyeron los potenciales hipovirulentos seleccionados en el ensayo madera-
corteza, y ademas aislamientos pertenecientes a todos los subtipos propuestos en la
caracterizacion morfologica, incidiendo especialmente en aquellos cuyas caracteristicas
morfoldgicas podrian corresponder con las descritas para las cepas hipovirulentas del

hongo. Como control se utilizo6 la cepa hipovirulenta ATCC52571.

Se sembro6 el hongo en placas de cultivo que contenian el medio de Bavendamm,
utilizando palillos estériles, y se incubd en oscuridad durante cinco dias a 30°C. El
indicador de la actividad del enzima sera el color que presenta este medio en la zona de
crecimiento activo del hongo, después de la incubacion. A cada cepa ensayada se le
asignd un valor positivo o negativo en funcion del grado de coloracion del medio

respecto a los controles. El valor negativo (-) se le asignd a los aislamientos que
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presentaron un color igual o inferior a la cepa hipovirulenta control. El valor (+) se le

asigno a los aislamientos que mostraron un color superior a dicho valor.

Ademas, se midio la absorbancia siguiendo el método descrito por Suzuki y
Nuss (2002), con modificaciones. Para ello se extrajo, con ayuda de un sacabocados
desinfectado, un disco de medio de 5 mm de didmetro y se introdujo en un vial de
microcentrifuga al que se afiadio 1 ml. de agua bidestilada estéril. Se fundi6 el medio al
bafio maria, se agit6é y se cargaron 200 ul en un pocillo de una placa microtiter (Nunc
MaxiSorp, fondo plano, Nunc GmbH &Co.KG, Alemania). En cada placa se incluy6 un
testigo negativo (cepa hipovirulenta control). Para la lectura de los resultados se utilizo
un espectrofotometro (Model 3550 Microplate Reader, BIO-RAD, EE.UU.) y las
mediciones se realizaron a una longitud de onda de 405 nm. Los ensayos se realizaron

por duplicado.

Los valores obtenidos para el testigo negativo se analizaron utilizando la prueba
t para muestras pareadas. Mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, se comprobd si
dichos valores se ajustaban a una distribuciéon normal y puesto que el 95% de los
valores de wuna distribucion normal estdn comprendidos en el intervalo

()_( —1,96-dt; X +1,96-dt), se tomaron como negativos (hipovirulentos) los

aislamientos cuyas medias quedaban dentro de este intervalo.

2.16.- Amplificacion de secuencias arbitrarias (RAPD).

Se realizd sobre una subcoleccion de 24 aislamientos, seleccionados segun un
criterio geografico, pertenecientes a seis concejos, del oriente, centro y occidente de
Asturias. El numero de cepas por concejo fue de cuatro, teniendo en cuenta que fueran
representativas de los grupos de compatibilidad vegetativa existentes en cada uno de

ellos.

Como especie fuera de grupo se utilizd una cepa de Exserohilum turcicum,

aislada de una muestra de maiz del concejo de Valdés.
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Para comprobar la repetibilidad del método, se realizaron, a cada una de las
cepas en estudio, tres extracciones de ADN en tres momentos diferentes con las que se
compararon los perfiles de bandas obtenidos en, al menos, dos ensayos de RAPD para

cada una de las tres extracciones de ADN.

Para optimizar la cantidad de ADN molde a emplear en la reaccion de
amplificacion se ensayaron tres diluciones diferentes de este ADN molde, diluyéndose a

la mitad, a la quinta parte y a la décima parte en agua bidestilada estéril.

Se emplearon 13 iniciadores (Tabla 2). Los experimentos de RAPD se realizaron
en mezclas de 25 pl de reaccion final conteniendo: 200 uM dNTPs (Bioline Ltd, Reino
Unido); 1 pM iniciador (Roche Diagnostics S.L., Espafia); 1 U ADN polimerasa
(DyNAzyme™ II DNA polymerase, Finnzymes Oy, Finlandia); tampon proporcionado
por dicha casa comercial; 1 pul de ADN; agua bidestilada estéril hasta completar el

volumen.

Todas las amplificaciones se llevaron a cabo alternativamente en dos
termocicladores PTC100™ y PTC200™ (MJ Research, EE.UU.) y las condiciones de la

reaccion de amplificacion se recogen en la Tabla 6.

Tabla 6: Condiciones de amplificacion utilizadas en la técnica RAPD.

TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
94°C 4 minutos 1
94°C 30 segundos

35
35°C 1 minuto
72°C 2 minutos
72°C 5 minutos 1

Se sometieron a electroforesis 20 pl de amplificado, en un gel de agarosa al 1%
con tampdén TBE. Las bandas del gel se visualizaron en las condiciones descritas en el

apartado 2.10 de este capitulo.
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Cada muestra amplificada se definié6 basdndose en la presencia/ausencia de

bandas en posiciones particulares del gel, lo que defini6é el RAPD-tipo.

2.17.- Microsatélites (SSR).

Este trabajo se realizo en el Laboratorio del Profesor Michael G. Milgroom en el
“Department of Plant Pathology and Plant-Microbe Biology”, de la Universidad de
Cornell en Ithaca (Nueva York, EE.UU.).

Se analiz6 una subcoleccion de 189 aislamientos del hongo utilizando los 16 loci
microsatélite que aparecen en la Tabla 3. Para establecer esta subcoleccion se tuvo en
cuenta el criterio geografico, de tal manera que hubo, al menos, un representante de
todos los concejos infectados. Dentro de cada concejo, el criterio de seleccion fue la

diversidad referida a los GCV y los idiomorfos MAT.

Se utiliz6 el método multiplex (PCR multiple) con el que se usan diferentes
marcadores fluorescentes para analizar loci donde se solape el tamafio de los alelos. De
esta forma, los 16 loci se agruparon en tres set, de tal manera que se usé el mismo

fluoroforo para marcar aquellos que tenian tamafios esperados muy diferentes (Tabla 7).

Se sigui6 el método descrito por Schuelke (2000), utilizado posteriormente por
Kubisiak et al. (2007). Asi se afnadié al extremo 5" de cada uno de los iniciadores
directos (Tabla 2) la secuencia universal M-13 (5'-CACGACGTTGTAAAACGAC-3").
Esta misma secuencia se usd para marcar cada uno de los cuatro marcadores
fluorescentes usados: FAM, NED, VIC y PET (Applied Biosystems, EE.UU.). Ademas,
en alguno de los iniciadores reversos (Tabla 2) se anadid en el extremo 5  una

secuencia denominada PIG-tail (5"-GTTTCTT-3") (Brownstein et al., 1996).

Los experimentos se realizaron en mezclas de 24 pl de reaccion final,
conteniendo: 0,5 U de ADN polimerasa (Takara EX TAQ™, Takara Bio Inc, Japon);
tampon suministrado por dicha casa comercial; 200 uM de dNTP (Takara Bio Inc,
Japon); 0,42 uM de marcador fluorescente; 0,042 uM del iniciador directo; 0,17 uM del
iniciador reverso; 1 pul de ADN molde; agua bidestilada estéril hasta completar el

volumen. Como ADN molde se utilizo una dilucion 1:10.
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Tabla 7: Descripcion de los tres set multiplex utilizados.

Set 1 Set 2 Set 3

Locus "Tamafio  Tipnte Locus (Tamafio  Tinte Locus (Tamafio  Tinte
CPE1 131-149 NED CpSI006 160-164 NED CPE8 107-122 NED
CpSI072 324-359 NED CpSI032 437-477 NED CpSI054 290-343 NED
107-650 280-293 FAM CPG4 188-208 FAM CPE5 256-265 FAM
CpSI009 164-206 FAM CPE3 176-194 VIC CPG14 257-305 VIC

CPG6 263-289 VIC CPE4 224-280 PET CPG7 251-257 PET
CPG3 188-262 PET

(WTamafrio expresado en pares de bases

Las condiciones de la reaccion de amplificacion fueron las mismas en todos los
casos y se muestran en la Tabla 8. Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en un

termociclador PTC-100® (MJ Research, EE.UU.).

Se comprobo la amplificacion cargando Sul del producto con 1pul de densificante
en un gel de agarosa al 1% (Ultra Pure AquaPur™ ES, National Diagnostics, EE.UU.),
al que se anadieron 5Sul de bromuro de etidio (EtBr) por cada 100 ml de gel. Se utilizd
una fuente de electroforesis EC-105 (EC Apparatus Corporation, EE.UU.). Las bandas

del gel se visualizaron y se fotografiaron con un digitalizador de imagenes.

Tabla 8: Condiciones de amplificacion utilizadas en la técnica SSR.

TEMPERATURA TIEMPO CICLOS
95°C 2 minutos 1
95°C 30 segundos

35
55°C 30 segundos
72°C 30 segundos
72°C 5 minutos 1

El analisis de los resultados mediante electroforesis capilar se realizo en el “Life

Sciences Core Laboratories Center” del “Institute for Biotechnology and Life Science
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Technologies” de la Universidad de Cornell. Se utilizé un patrén interno de tamafio
(GeneScan™-500Liz™ Size Standard, Applied Biosystems, Reino Unido). Para el
analisis de los datos se utilizé el programa GeneMapper v3.0 (Applied Biosystems,

EE.UU.).

2.18.- Ensayo in vitro de productos fitosanitarios.

Se seleccionaron seis aislamientos asturianos de C. parasitica de diferente
procedencia y como controles se usaron dos cepas de coleccion, ATCC-52571 y CCP-

52.

Los productos fitosanitarios ensayados que se recogen en la Tabla 4, se
incorporaron al medio APD en la cantidad necesaria para conseguir las dosis de ensayo.
Las concentraciones ensayadas siguieron una progresion geométrica de 1 a 1.024 pg/ml,

referidas a la materia activa de cada producto.

El indculo consistido en discos de 5 mm de diametro, obtenidos mediante un
sacabocados desinfectado de la zona de crecimiento activo del hongo de una placa de
APD. Se colocaron en el centro de cada una de las placas de ensayo boca abajo, de
manera que el micelio del hongo quedara en contacto con el medio. Como control se
sembraron discos con el hongo en placas de APD sin producto incorporado. Se hicieron,

al menos, tres repeticiones para cada una de las concentraciones ensayadas.

Después de cinco dias de incubacion en oscuridad a 25°C, de las placas en las
que el hongo no habia crecido se tomaron de nuevo los discos de inoculo y se situaron
en placas con APD sin producto, situdndolos, en este caso, boca arriba para facilitar el
posible crecimiento del hongo. Cuando, tras la incubacion, se observo crecimiento del
hongo, se consider6 que el producto tenia un efecto fungistatico, puesto que solo inhibia
el crecimiento del hongo en su presencia. Por el contrario, cuando al resembrar el

hongo, este no crecio, se considerd que el producto tenia un efecto fungicida.
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2.19.- Ensayo in vivo de productos fitosanitarios.

Se utilizaron las dos materias activas que resultaron ser mas eficaces en el
ensayo in vitro, que fueron el Epoxiconazol (12,5%) y la mezcla de Carbendazima
(20%) + Flutriafol (9,4%), incluyéndose, ademas, la Carbendazima (50%) para ver su

efecto respecto a la mezcla ensayada.

La cepa utilizada en el ensayo fue la LFPAH-187. Como indculo se utilizaron
discos de medio APD de 5 mm de diametro, obtenidos con ayuda de un sacabocados

desinfectado de la zona de crecimiento activo del hongo.

Con un bisturi estéril se practicoé una herida en la corteza y se introdujo la cuarta
parte de un disco de inoculo. La herida se cerrd con film de laboratorio para evitar la

desecacion (Figura 17).

Figura 17: Inoculacién de las plantas de castafio. a) Herida practicada en la corteza con un bisturi
estéril. b) Introduccion del in6culo. ¢) y d) Sellado de la herida con film de laboratorio.

La unidad de ensayo estuvo formada por diez plantas inoculadas, dos testigos
inoculados y dos testigos sin inocular. Para cada uno de los productos utilizados se

realizaron tres tipos de tratamientos (T-1, T-2 y T-3). El T-1 fue un tratamiento
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preventivo, aplicado por pulverizacion nueve dias antes de la inoculacion. El T-2 fue un
tratamiento curativo, aplicado por pulverizacion 21 dias después de la inoculacion. El
T-3 fue un tratamiento curativo localizado, aplicado con un rodillo sobre la lesion 21

dias después de la inoculacion.

Durante el primer afio de ensayo, se evaluaron dos pardmetros:

e Eficacia de las tres materias activas ensayadas.

e Influencia de la forma de aplicacion del tratamiento en el resultado.

Los tratamientos, a excepcion del preventivo, se realizaron en tres ocasiones con
un intervalo de 21 dias. Para los tratamientos de pulverizacion (Figura 18a) se utilizaron
las dosis maximas de producto indicadas por el fabricante y se us6 un volumen de un
litro de caldo para cada grupo de plantas. Las plantas testigo, tanto las inoculadas como
las no inoculadas, se embolsaron (Figura 18b) para evitar que el producto les pudiese
llegar por deriva. Para la aplicacion directa sobre la lesion, se empap0 el rodillo en una
solucion del producto, preparada también con la dosis maxima indicada por el

fabricante.

Figura 18: Ensayo in vivo de fitosanitarios. a) Aplicacion por pulverizacion. b) Testigos embolsados.

Cinco meses después de la aplicacion del ultimo tratamiento se tomaron los

siguientes datos:
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e Extension de la lesion (cm).

e Formacion de pustulas, que se evalué con una escala de 0 a 5, donde 0
era sin pustulas y 5 cuando las pustulas cubrian toda la lesion.

e Formacion de grietas, que se evalud con una escala de 0 a 5, donde 0 era
sin grietas y 5 cuando las grietas eran tan profundas que se levantaba la
corteza.

e Aspecto general, capacidad de rebrote y presencia de hojas secas.

En los ensayos realizados en el segundo y tercer afio se utilizaron 112 plantas de
dos afios de edad, que se inocularon de la misma forma descrita anteriormente y con la
misma cepa del hongo. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos durante el primer
afio, no se realizaron tratamientos preventivos. Asi, transcurridos 21 dias desde la
inoculacion de estas nuevas plantas, se realizaron dos tipos de tratamientos (T-4 y T-5).
El T-4 fue un tratamiento curativo, aplicado por pulverizacion 21 dias después de la
inoculacion. El T-5 fue un tratamiento curativo localizado, aplicado con rodillo sobre la
lesion 21 dias después de la inoculacion. Los tratamientos comenzaron al final de la
primavera, y se realizaron también en tres ocasiones, con un intervalo de 21 dias. Al
final del tercer afio se tomaron los mismos datos que en el primer afio del ensayo, y se
evaluaron los mismos pardmetros, que eran la eficacia de las tres materias activas

ensayadas y la influencia de la forma de aplicacion del tratamiento en el resultado.

En el anélisis de los resultados, se utiliz6 un ANOVA de dos vias, para la
extension de la lesion, y un analisis Kruskall-Wallis, para los datos de formacion de

grietas y de pustulas.

2.20.- Conservacion y mantenimiento de cepas.

La conservacion y mantenimiento de las cepas se realiz6 en placas de medio

APDa a 4°C, re-sembrandolas cada cuatro meses.

Ademas se liofilizaron 70 cepas del hongo.

48



3.- RESULTADOS






3.- RESULTADOS

3.1.- Situacion actual del chancro del castaio en Asturias.

De las observaciones realizadas durante la prospeccion se puede destacar que, en
general, existe una falta de tratamientos selvicolas en las masas de castafio y es una

imagen habitual encontrar los rebrotes infectados después de la tala (Figura 19a).

. JRal
Figura 19: Situacion de los castafios en los diferentes puntos muestreados. a) Rebrotes infectados
tras la tala de un pie de castafio. b) Chancros causados por heridas al realizar el mantenimiento de
los linderos. c¢) Fustes de una misma cepa infectados en la base d) Fustes infectados a la una altura
de 1,5 — 2 m del suelo. e) Aspecto de una masa envejecida del occidente asturiano. f) Masa de
castaiio asintomatica. g) Arbol asintomatico para aprovechamiento de fruto.
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También se ha visto, que los castafios que se encuentran en los linderos de fincas
presentan un alto grado de afectacion, probablemente, debido a las heridas producidas
en las labores de mantenimiento de los mismos (Figura 19b). En las masas de
aprovechamiento maderero es bastante habitual encontrar chancros a distintas alturas en
todos los pies de una misma cepa (Figura 19c y 19d). Por otro lado, aunque no muy
frecuentemente, se han encontrado masas (Figura 19¢ y 19f) y ejemplares aislados

(Figura 19g), en los que no se detectaron sintomas de la enfermedad.

Figura 20: Sintomas caracteristicos de la enfermedad. a) y b) Coloraciones rojizas en la corteza. c)
Pustulas anaranjadas que se forman en el exterior de la corteza. d) Detalle del hinchamiento y las
grietas longitudinales en la corteza. e) Aspecto general de un tronco con chancro.
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En nueve concejos (Amieva, Candamo, Castropol, Grandas de Salime, Illas, San
Martin de Oscos, San Tirso de Abres, Vegadeo y Villanueva de Oscos) no se
observaron arboles con sintomas de la enfermedad (Figura 20), ni heridas superficiales
(Figura 21) por lo que no se tomo6 ninguna muestra, a pesar de visitar 22 puntos de
muestreo. Sin embargo, los concejos de Amieva, Candamo, ¢ Illas se han considerado
infectados al disponer de cepas aisladas en dichos concejos procedentes de muestreos

anteriores.

Figura 21: Aspecto de distintos tipos de heridas superficiales sobre drboles de castafio. a) Grietas en
la corteza de extension limitada en el tronco. b) Herida con grietas localizadas en la superficie,
mientras que la corteza inferior presenta mejor aspecto. c¢) Agrietamiento superficial de la corteza
localizado en la base del tronco. d) Agrietamiento superficial de la corteza generalizado.

53



3.- RESULTADOS

En otros tres concejos (Illano, Santa Eulalia de Oscos y Taramundi), se
prospectaron ocho puntos de muestreo y s6lo se encontraron arboles con heridas
superficiales no coincidentes con las tipicas descritas para la enfermedad, de las que se

tomod muestra pero no se aislé el hongo.

En nueve concejos (Allande, Gijon, Ibias, Llanera, Quir6s, Somiedo, Tapia de
Casariego, Teverga y Villaviciosa) se encontraron tanto masas sanas de castafio, como

masas afectadas por la enfermedad.

Masas muy afectadas se han encontrado en los concejos de Allande, Cangas del
Narcea y Somiedo en la zona occidental; Avilés, Belmonte, Bimenes, Cabranes,
Carreio, Cudillero, Lena, Mieres, Nava, Pilofia, Quir6s, Ribera de Arriba y
Sobrescobio, en la zona central; Cangas de Onis, Caso, Llanes, Onis, Parres,

Pefiamellera Alta, Pefiamellera Baja, y Ponga, en la zona oriental.

Debido al gran nimero de muestras que nos cedieron del concejo de Aller y a lo

reciente de su recogida (2004), no se tomaron muestras en este concejo.

Todas las muestras positivas presentaban en el interior de la corteza los abanicos

de micelio caracteristicos del hongo (Figura 22).

Figura 22: Micelio caracteristico de C. parasitica. a) Abanicos de micelio en el interior de la corteza.
b) Abanicos de micelio sobre la madera.

54



3.- RESULTADOS

En la Figura 23 se muestra el mapa de Asturias, por concejos, en el que aparecen
en color naranja los 69 concejos en los que se detectd la enfermedad en esta prospeccion
o de los que se tienen aislamientos procedentes de prospecciones anteriores. La
superficie de castafio de estos concejos supone mas del 95% de la superficie de castano

en la provincia (Anénimo, 2003b).

[ Concejos libres de la enfermedad [ Concejos afectados

Figura 23: Distribucién por concejos de la enfermedad en el Principado de Asturias.

En total se prospectaron 216 puntos de muestreo repartidos por todo el territorio
asturiano, en los que se tomaron 835 muestras de las que 618 (74,01%) fueron positivas.
Al realizar los cultivos mono/conidiales (Figura 24) de estos 618 aislamientos, 24 de
ellos mostraron dos tipos de colonias diferentes. Esto, unido a las cepas cedidas, nos ha
permitido tener una coleccion de 778 aislamientos mono/conidiales del hongo de

procedencia asturiana (Tabla 9).

Figura 24: Aspecto de un cultivo mono/conidial del hongo. a) Después de siete dias de incubacion a
25°C y oscuridad. b) Después de siete dias en iluminacion.
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Tabla 9: Aislamientos de C. parasitica de la coleccion del SERIDA.

Concejo Puntos Muestras Cesiones Total
de Muestreo  Recogidas + - Coleccion
Allande 3 17 9 8 - 9
Aller - - - - 1110) 111
Amieva 3 - - 6 6
Avilés 1 4 4 - 4
Belmonte 4 10 10 3@ 13
Bimenes 2 12 12 - 12
Boal 5 10 10 - 10
Cabrales 2 9 4 5 4
Cabranes 2 13 9 4 - 9
Candamo 2 - - - 60 6
Cangas de Onis 3 21 17 4 - 196)
Cangas del Narcea 4 21 16 5 18()
Caravia 2 4 4 - - 4
Carrefio 4 16 11 5 20) 13
Caso 3 16 15 1 20 17
Castrillon 2 8 5 3 - 5
Castropol 2 - - - - -
Coafia 2 3 1 2 20) 3
Colunga 1 5 4 1 - 4
Corvera 1 2 1 1 10 2
Cudillero 2 10 7 3 - 7
Degafia 3 12 2 10 2
El Franco 1 2 2 - 2
Gijon 5 21 13 8 14()
Gozon 4 13 10 3 - 10
Grado 4 17 15 2 1) 176
Grandas de Salime 3 - - - - -
Ibias 5 13 4 9 4
lllano 2 3 - 3 - -
lllas 2 - - - 20) 2
Langreo 3 14 9 5 - 9
Las Regueras 2 1 7 4 7
Laviana 2 18 12 6 12
Lena 7 37 3B 2 35
Llanera 3 8 2 6 2
Llanes 4 18 15 3 160
Mieres 4 20 18 2 22@
Morcin 5 21 17 4 17
Muros del Nalén 2 9 8 1 8
Nava 2 10 6 4 7@
Navia 1 3 2 1 2
Norefia 1 3 3 - 4@
Onis 2 10 9 1 9
Oviedo 2 13 11 2 11
Parres 4 19 16 3 16
Pefiamellera Alta 4 22 19 3 19
Pefiamellera Baja 3 12 10 2 116)
Pesoz 2 2 2 - 2
Pilofia 5 24 15 9 176
Ponga 5 22 21 1 24@
Pravia 2 11 8 3 8
Proaza 2 12 10 2 10
Quirés 4 15 7 8 7
Ribadedeva 1 4 4 - 5@
Ribadesella 1 4 4 - 4
Ribera de Arriba 3 19 18 1 18
Riosa 3 10 10 - 10
Salas 3 10 6 4 6
San Martin de Oscos 2 - - - -
San Martin del Rey Aurelio 4 16 13 3 14@
San Tirso de Abres 3 - - - -
Santa Eulalia de Oscos 2 7 - 7 -
Santo Adriano 1 5 4 1 4
Sariego 2 10 3 7 4
Siero 5 21 19 2 20@
Sobrescobio 4 18 17 1 17
Somiedo 3 14 13 1 13
Soto del Barco 2 11 7 4 7
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Continuacion Tabla 9.

Concejo Puntos Muestras Cesiones Total
de Muestreo  Recogidas + - Coleccion

Tapia de Casariego 2 10 1 9 1
Taramundi 2 5 5 -
Teverga 3 15 13 2 13
Tineo 2 19 4 15 4
Valdés 4 10 5 5 5
Vegadeo 2 - - - - -
Villanueva de Oscos 3 - - - - -
Villaviciosa 6 25 24 1 - 24
Villayon 1 1 1 - - 1
Yemes y Tameza 2 5 5 - - 6l

Total 216 835 618 217 136 778

@ Concejos en los que alguna muestra present6 dos tipos de colonias.
® Ajslamientos proporcionadas por el Area Forestal del SERIDA.
© Aislamientos cedidos por el Laboratorio de Sanidad Vegetal del Principado de Asturias.
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3.2.- Diversidad de C. parasitica: grupos de compatibilidad vegetativa.

El primer aspecto a destacar es que el método barrera-fusion, utilizado para
detectar la compatibilidad entre aislamientos, permitid asignar grupo a la mayor parte de
las cepas con claridad (Figura 25), aunque en algunos casos, la presencia de barreras

débiles, hizo necesarias varias repeticiones para confirmar la incompatibilidad.

En cuanto a los resultados obtenidos, el numero de GCV resultd ser muy bajo
puesto que sbélo se encontraron tres GCV. El grupo que se denomind PA-I fue el
mayoritario y agrup6 al 94,60% de los 778 aislamientos asturianos del hongo. Los otros
dos grupos, denominados PA-II y PA-III, tuvieron una menor presencia y agruparon al

5,14% y 0,26% de los aislamientos, respectivamente.

Figura 25: Método barrera/fusion. Las flechas indican los puntos de siembra. a) Reaccion de
compatibilidad en la que los micelios de las cepas enfrentadas crecen entrelazados. b) Reaccion de
incompatibilidad en la que se observa la barrera que se forma al enfrentar dos cepas pertenecientes
a dos GCYV distintos.

Al comparar los GCV asturianos con los 64 GCV Europeos (Cortesi y
Milgroom, 1988) se encontré una clara correspondencia entre el PA-I y el EU-1, y el
PA-III y el EU-3. Sin embargo, al hacer los enfrentamientos correspondientes a los
aislamientos pertenecientes al PA-II, se mostraron compatibles con dos GCV europeos,

el EU-11y el EU-13 (Figura 26).
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Figura 26: Ensayo de compatibilidad del PA-II con los GCV Europeos. a) Se observan las
reacciones de incompatibilidad y compatibilidad (dentro de la linea), del PA-II (sembrado en la
parte interior de la placa) con diferentes GCV Europeos (sembrados en la parte exterior de la
placa). b) Detalle de la zona de la placa correspondiente al enfrentamiento del PA-II con el EU-11y
EU-13.

Para comprobar que no habia habido ningln error al recuperar los GCV
Europeos, se enfrentaron entre si el EU-11 y el EU-13. El resultado de este
enfrentamiento fue una reaccion de incompatibilidad débil (Figura 27a). Esto seria
debido a que estos dos GCV comparten todos los loci de incompatibilidad vegetativa
excepto uno (Cortesi y Milgroom, 1988). Teniendo como referencia este resultado, se
volvid a enfrentar el PA-II con ambos, EU-11 y el EU-13, y se observo que en algunas
ocasiones se produjo una reaccion de incompatibilidad con el EU-11 que nunca se
produjo con el EU-13 (Figura 27b), por lo que se consideré que el PA-II se

corresponderia con el EU-13.

Figura 27: a) Ensayos de incompatibilidad entre el EU-11 y el EU-13. b) Ensayos de compatibilidad
entre PA-I1 y EU-11 y EU-13; la flecha marca la reaccion de incompatibilidad débil.
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Por concejos, el EU-1 se encontrd en los 69 afectados, siendo en 55 de ellos el
unico GCV presente. Por lo tanto para estos concejos, y refiriéndonos a los GCV,
podemos decir que en ellos no hay diversidad y el valor de la riqueza (S) para cada

concejo es: S = 1.

El EU-13 aparecid, junto con el EU-1, en los doce concejos siguientes: Aller,
Cabranes, Cangas de Onis, Caso, Laviana, Onis, Pefiamellera Baja, Ponga, San Martin
del Rey Aurelio, Siero, Boal y Cangas del Narcea, y en este caso la riqueza toma el
valor de S = 2 para cada uno de ellos. Todos estos concejos se localizan, a excepcion de

los dos ultimos, en la zona centro-sur-oriental de la provincia.

El EU-3, aparecié en el concejo de Morcin junto con el EU-1, y en el de
Sobrescobio junto con el EU-1 y el EU-13, lo que nos da unos valores de riqueza de S =
2 y S =3, respectivamente. La distribucion por concejos de estos grupos se muestra en

la Figura 28.

m EUA1 W EU-1y EU-13 W EU-1y EU-3 W EU-1, EU-3 y EU-13

Figura 28: Distribucion por concejos de los distintos GCV del hongo.

El nimero de GCV esperado (gmax) se calculd basandose en el nimero de loci
polimérficos de incompatibilidad y asumiendo la recombinacién de todos ellos. Este
nimero tomo el valor de g.x = 16 para 13 de los 14 concejos asturianos con mas de un
GCV y el valor de gm.x = 2 para el concejo de Morcin. Al comparar estos valores con
los obtenidos para la riqueza, resulta que el valor de gmax fue mucho mayor en todos los

casos, con la excepcion del concejo de Morcin en el que ambos valores coinciden.
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En los 55 concejos con un solo GCV el indice de diversidad de Shannon (H")
toma el valor H'= 0. En los 14 concejos restantes los valores obtenidos para este indice

oscilaron desde H'= 0,18 en el concejo de Aller, hasta H'= 0,75 en el de Sobrescobio.

Otro indice utilizado para medir la diversidad en cuanto a GCV fue la diversidad
genotipica (G) que, para los 14 concejos con mas de un GCV, vari6 de G = 1,09 para el

concejo de Aller, a G = 1,80 en los concejos de Ponga y Onis.

Para estimar la uniformidad se us6 el indice (Es), cuyos valores oscilaron desde

Es = 0,47 en el concejo de Aller, hasta Es = 0,89 en los concejos de Ponga y Onis.

Los valores de todos estos parametros aparecen recogidos en la Tabla 10.

Tabla 10: Diversidad de los GCV estimada por concejos. Comparacion de la riqueza, uniformidad
y diversidad en los concejos con mas de un GCV.

Riqueza GCVW© X
Concejo N st g EU-1 EGm Euxm  H© 60 EO
Aller 111 2 16 106 (95,49%) 5 0,18 1,09 0,47
Boal 10 2 16 8 (80,00%) 2 0,50 1,47 0,72
Cabranes 9 2 16 8 (88,89%) 1 0,35 1,25 0,59
Cangas de Onis 19 2 16 18 (94,74%) 1 0,21 1,11 0,48
Cangas del Narcea 18 2 16 15 (83,33%) 3 0,45 1,38 0,68
Caso 17 2 16 13 (76,47%) 4 0,54 1,56 0,77
Laviana 12 2 16 10 (83,33%) 2 0,45 1,38 0,68
Morcin 17 2 2 16 (94,12%) 1 0,22 1,12 0,49
Onis 9 2 16 6 (66,67%) 3 0,64 1,80 0,89
Pefiamellera Baja 11 2 16 8 (72,73%) 3 0,58 1,66 0,82
Ponga 24 2 16 16 (66,67%) 8 0,64 1,80 0,89
San Martin del Rey Aurelio 14 2 16 11 (78,57%) 3 0,52 1,51 0,75
Siero 20 2 16 19 (95,00%) 1 0,20 1,10 0,48
Sobrescobio 17 3 16 12 (70,59%) 1 4 0,75 1,79 0,71

@ Numero de aislamientos en cada concejo. ®) Riqueza observada. € Maximo nimero de genotipos. (@ Nimero de
aislamientos que pertenecen a cada GCV (% de aislamientos que pertenecen al EU-1). ) Indice de Shannon.
( Diversidad Genotipica. @ Uniformidad.

En la Figura 29, en la que se muestran graficamente los valores obtenidos para
estos indices, se puede observar como en 55 concejos no existe ninguna variabilidad en
cuanto a GCV se refiere, presentando unos valores de: H” = 0, G=1 y Es = 0; ademas,
todos los aislamientos de estas poblaciones pertenecen al GCV EU-1. Sélo en 14

concejos aparece variabilidad.
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Figura 29: Resultado de los diferentes indicadores de la diversidad usados con los aislamientos de la
coleccién de trabajo. a) Numero de concejos en los que esta presente cada grupo. b) Indice de
diversidad de Shannon por concejos c) Diversidad genotipica en los concejos. d) Uniformidad del
patogeno por concejos.
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3.3.- Presencia de los idiomorfos MAT.

De los 301 aislamientos seleccionados, 218 (72,43%) mostraron la banda de
1.649 pares de bases (pb) correspondiente al idiomorfo MAT-1y 81 (26,91%) mostraron
la banda de 594 pb correspondiente al MAT-2 (Figura 30a). También se encontraron dos
aislamientos (0,66%) que amplificaron las dos bandas (Figura 30b), este resultado se
comprobd en diferentes amplificaciones por PCR, por lo que se trataria de un

heterocarionte para el tipo sexual (McGuire et al., 2004).

1 2 3 46 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 30: Resultado de la amplificacion de los idiomorfos MAT-1 y MAT-2. a) Calles 1 a 9:
amplificacion del MAT-1 (1.649 pb). Calle 10: marcador de peso molecular. Calles 11 a 19:
amplificacion del MAT-2 (594 pb). b) Amplificacion del heterocarionte. Calle 1: amplificacién del
MAT-1. Calle 2: marcador de peso molecular. Calle 3: amplificacion del MAT-2.

Si relacionamos el tipo sexual con los GCV (Figura 31) encontramos que, de los
218 aislamientos que amplificaron para el idiomorfo MAT-1, 206 pertenecen al GCV
EU-1, 11 al EU-13 y uno al EU-3. De los 81 aislamientos que mostraron el MAT-2, 77
pertenecen al GCV EU-1, tres al EU-13 y uno al EU-3. Los dos heterocariontes

encontrados pertenecen al EU-1.

Por concejos (Tabla 11), el idiomorfo MAT-1 esta presente en 66 de los 69
concejos en los que se ha detectado la enfermedad, en 24 de ellos como unico, y en los
42 restantes junto con el MAT-2. Este ultimo aparece como unico idiomorfo en tres
concejos (Figura 32). En el concejo de Aller, aunque sélo se ha encontrado el MAT-1, se
considera que estan presentes los dos debido a la presencia de un heterocarionte, que,

por tanto, portaria también la banda correspondiente al MAT-2.
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Figura 31: Relacion entre los grupos de compatibilidad vegetativa y el tipo sexual.

Al comparar la presencia de los idiomorfos MAT con los GCV, resulta que de los
27 concejos que tienen solamente uno de los dos idiomorfos, 25 tienen también un
unico GCV, el EU-1. Los dos restantes son el concejo de San Martin del Rey Aurelio
que tiene dos GCV, EU-1 y EU-13, y el concejo de Sobrescobio que tiene los tres GCV
encontrados, EU-1, EU-3 y EU-13.

Si consideramos la region en su conjunto, la proporcion de idiomorfos difiere
significativamente de la relacion 1:1 (x> = 62,77; gl=1; P < 0,001), y siguié una
distribucién 3:1 (3 = 0,69; gl=1; P = 0,404), situacion que se aproxima a la que

presentan las poblaciones clonales.

m MAT-1 MAT-2 | MAT-1y MAT-2
Figura 32: Distribuciéon de los idiomorfos por concejos. En naranja, concejos en los que sélo se han
detectado aislamientos portadores del MAT-1. En azul, concejos en los que solo se han detectado
aislamientos portadores del MAT-2. En rojo, concejos en los que se han detectado aislamientos
portadores de ambos.

64



3.- RESULTADOS

Tabla 11: Resultados, por concejos, de los GCV y de los idiomorfos MAT-1y MAT-2.

. Idiomorfo GCV . Idiomorfo GCV
Concejo Concejo
MATA  MAT2  MAT42  EU4  EU43  EU3 MATA  MAT2  MAT-R2 EU4  EU43  EU3
Allande [] [ ]
Aller [] [] [ ] [] Muros del Nalon [] []
Amieva [] [ ] Nava [] []
Avilés [] [ ] Navia [] []
Belmonte [] [ ] Norefia [] []
Bimenes [ ] [ Onis [ ] [ ] [
Boal [ ] [ [ ] Oviedo [ ] [ ]
Cabrales [ ] [ Parres [ ] [ ]
Pefiamellera
Cabranes [ ] [ ] [ [ ] [ ] [ ] [ ]
Alta
Pefiamellera
Candamo n ] . n n ] n ]
Baja
Cangas de
i [ ] [ ] [ ] Pesoz [ ] [ ]
Onis
Cangas del -
[] [] [ ] [] Pilofia [] [] []
Narcea
Caravia ] [ Ponga ] ] [
Carrefio [ ] [ Pravia [ ] [ ]
Caso [ ] [ [ ] Proaza [ ] [ ]
Castrillon [] [ ] Quirés [] []
Coafia [ ] [ Ribadedeva [ ] [ ] [ ]
Colunga ] ] [ Ribadesella ] ]
Corvera [] [ ] Ribera de Arriba [] [] []
Cudillero [ ] [ Riosa [ ] [ ]
Degafa ] [ Salas ] ]
San Martin del
El Franco n ] . n n ]
Rey Aurelio
Gijon ] [ Santo Adriano ] ] ]
Gozén ] [ Sariego ] ]
Grado [ ] [ Siero [ ] [ ] [ ]
Ibias [ ] [ Sobrescobio [ ] [ ] [
lllas [ ] [ Somiedo [ ] [ ]
Langreo ] ] ] Soto del Barco ] ] ]
Las Tapia de
] n . ] ]
Regueras Casariego
Laviana ] ] ] ] Teverga ]
Lena [] [ ] Tineo []
Llanera [] [ ] Valdés []
Llanes [] [ ] Villaviciosa []
Mieres ] ] Villayon ]
. Yernes y
Morcin [] [] [ ] [] [] [] []
Tameza

o Se considera que hay los dos tipos de idiomorfos porque se ha encontrado el heterocarionte.
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3.4.- Caracterizacion morfologica.

Teniendo en cuenta las caracteristicas morfologicas: densidad, distribucion y
aspecto del micelio, borde y tipo de crecimiento, se han podido establecer 15 tipos
diferentes en los 778 aislamientos de la coleccion (Tabla 12). El aspecto de estos 15

tipos diferentes se muestra en la Figura 33.

Tabla 12: Caracteristicas de los tipos morfolégicos de la coleccion LFPAH.

TIPOS
1 1l % \ Vi Vil Vil IX X Xl Xl Xl XIv XV
ALTA [] [] [] [] [] [ [
DENSIDAD DEL
MEDIA L] L] u ]
MICELIO
BAJA [] []
SIN MICELIO AEREO ] ]
GRANDES
|} - L |}
ESCOTADURAS
BORDE DE ;
PEQUENAS
CRECIMIENTO ] n
ESCOTADURAS
SIN ESCOTADURAS [] [] [] [] [] [] [] [] []
DISTRIBUCION UNIFORME ] ] u ] ] ] ] ] ] ] ]
DEL MICELIO NO UNIFORME [ ] ] n n
TIPO DE EN OLEADAS ]
CRECIMIENTO NO OLEADAS [] [] [} [] [] [] [] [] [] [] [] [] [} [}
ALGODONOSO [] [] [] []
NO ALGODONOSO ] ] u ] ] ] ] ] ] u u
ASPECTO DEL
MICELIO
RADIAL ]
NO RADIAL L] L] u ] L] ] ] L] ] ] ] ] u u

Como podemos ver en la Figura 34, el tipo mas comun fue el tipo I, que agrup6
a 610 de los 778 aislamientos de la coleccion, lo que representa el 78,41%, frente al tipo
XV representado por tres aislamientos, que suponen el 0,39%. El resto de tipos

agruparon entre el 4,88% del tipo Il y el 0,51% del tipo XI.
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Figura 33: Aspecto de los 15 tipos en los que se agrupan los aislamientos de la colecciéon y cuyas
caracteristicas aparecen recogidas en la Tabla 12.
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Tipo X Tipo XI
Tipo IX 2,06%
0,64%

Tipo Xl
1,54%

Tipo XIV Tipo XV
1,16% 0,39%

Tipo Xl

Tipo VIl
0,90%

Tipo VIl
1,80%

Tipo VI
1,29%

Tipo V
1,80%

Tipo IV
2,06%

Tipo 1l
1,93%

Tipo Il
4,88%

Tipo |
78,41%

Figura 34: Frecuencia en la que aparecen los distintos tipos morfologicos encontrados en la
coleccion de trabajo.

Teniendo en cuenta el criterio geografico podemos decir que el tipo I se encontro
en casi todos los concejos en los que se detect6 la enfermedad, con la excepcion de los
concejos de Tapia de Casariego, en el que solo aparece el tipo II, y Villayon, en el que
solo aparece el tipo XIV. El tipo II, que aparece en 24 concejos distribuidos por el
territorio asturiano, seria el segundo tipo mas abundante. El resto de tipos se encuentran

en un nimero variable de concejos, desde los dos del tipo XI a los doce del tipo X.

En la Figura 35 se muestra, por concejos, la distribucion de estos 15 tipos
morfoldgicos. Podemos resaltar que los tipos IV, VI, y XI se localizan en la zona central
de la provincia, y que los tipos III, V y VII se localizan fundamentalmente en la zona

sur-oriental de la provincia.
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Figura 35: Distribucion por concejos de los 15 tipos encontrados en la caracterizaciéon morfolégica.
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Si incluimos las caracteristicas de color, tanto inferior como superior de la placa
y la formacion de pustulas, se obtienen los 84 subtipos diferentes que aparecen
recogidos en la Tabla 13. El mas comun fue el subtipo 1.1 con 280 (35,99%)
aislamientos, seguido del subtipo 1.4 con 137 (17,61%) aislamientos, por el contrario
hay 46 subtipos con un s6lo representante.

Tabla 13: Caracteristicas que presentaban cada uno de los 84 subtipos en que se agrupan los
aislamientos de la coleccion.

Color Formacion de
pustulas
Tipo  Subtipo Inferior Superior Ne
Alta Media Baja
Blanco  Amarillo  Naranja Blanco Amarillo Naranja
1.1 [ ] [ ] [ ] 280
1.2 [ ] [] [ ] 58
1.3 [ ] [] [ ] 3
14 [ ] ] [ ] 137
15 [ ] [ ] [ ] 3
1.6 [ ] [ ] [] 1
1.7 [] [] [ ] 16
1.8 [ [ [ ] 1
19 [] [] [ 69
1.10 [] [] [ ] 2
1.1 [] [ ] [ ] 25
1.12 [ ] [ ] 8
1.13 [ ] [ ] [] 2
1.14 [ ] [] [ ] 1
1.15 [ ] [ ] [] 1
1.16 [ ] [ [ ] 1
1.17 ] [] ] 1
1.18 [ ] [] [] 1
2.1 [ ] ] [ ] 3
I 2.2 ] [] ] 2
2.3 [ ] [] [ ] 33
3.1 [ ] ] [ ] 4
32 [ ] [ ] ] 1
1l 3.3 [ ] [] [ ] 2
3.4 [ ] [] [ ] 7
35 [ ] [ [ ] 1
41 [ ] [ ] [ ] 4
42 [ ] [ ] [ ] 5
43 [ ] ] ] 2
v 44 ] [] ] 1
45 [ ] [] [ ] 3
46 [ ] [] [ ] 1
5.1 [ ] [ ] [ ] 10
5.2 [ ] [] [ ] 1
Vv 53 [ ] [] [] 1
54 [ ] [ [ ] 1
55 [ ] [ ] [] 1
6.1 [ ] [] [ ] 3
6.2 [ ] [ ] 1
VI 6.3 [ ] [ ] [ ] 3
6.4 [ ] [] [ ] 2
6.5 [ ] [] [] 1
Vil 71 [] ] ] 1
7.2 [] [] [ ] 1
7.3 ] ] ]
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Continuacion Tabla 13.

Color Formacion de
pustulas
Tipo  Subtipo Inferior Superior Ne
Alta Media Baja
Blanco  Amarillo  Naranja Blanco Amarillo Naranja

74 [ ] [ ] [ ] 1

75 [ [ ] [ ] 2

76 [ ] [ ] [ ] 1

7.7 [] [] [] 1

7.8 [] [ ] [] 3

79 [ [ ] [] 1

7.10 [ ] [ ] [ ] 1

8.1 [] [ ] [] 4

Vil 8.2 [ [ [] 2
8.3 [ ] [] u 1

9.1 [ ] [ ] [] 3

IX 9.2 ] ] [] 1
9.3 ] [] ] 1

10.1 [] [] [] 4

10.2 ] [ ] [] 1

X 10.3 [ ] [ ] [] 1
10.4 [ ] [] [] 1

10.5 [ ] [ ] [] 9

1.1 ] ] [] 1

11.2 ] ] [] 1
X113 . . . 1
114 [] [ ] [] 1

121 [] ] [] 1

12.2 [] [] [ ] 1

Xl 12.3 [] [ ] [ ] 1
124 [] [ [] 1

125 [ ] [ ] [] 1

131 [] [] [ ] 1

13.2 ] [ ] [] 1

13.3 [ ] [ ] [] 2

Xl 13.4 [ [ ] [ 3
13.5 [ ] [ ] [] 3

13.6 ] ] [] 1

13.7 [ ] [ ] ] 1

141 [ ] [ ] [] 7

AV 14.2 n - - )
15.1 n - - 1

XV 15.2 n - - 1
15.3 ] ] [ 1
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3.5.- Ensayo de virulencia.

Este ensayo resulto ser de facil realizacion, una vez conseguido un buen material
vegetal de partida. En la Figura 36 podemos ver las lesiones producidas tanto en

oscuridad (a) como bajo iluminacion (b).

Figura 36: Lesiones producidas en la madera y la corteza. a) Después de cuatro dias de incubacién.
Se representan los didmetros perpendiculares. b) Aspecto del micelio del hongo después de la
incubacion en oscuridad y unos dias en iluminacion.

En este ensayo se tomo como referencia el valor medio de la superficie de la
lesion producida por las cuatro cepas hipovirulentas control (ATCC52571, CCP19,
CCP47 y CCP52), que fue de 1,29 cm” sobre la madera y de 1,55 cm® sobre la corteza.
Estos valores se incrementaron un 10% para tener en cuenta el margen de variacion
debido al ensayo, considerdndose como posibles hipovirulentas aquellas cepas que
mostraron lesiones con una superficie menor tanto en madera como en corteza. Este

criterio lo cumplieron 168 cepas, lo que supone el 21,59% del total.

Respecto a la formacioén de pustulas, después de dos semanas en iluminacioén
(fotoperiodo 16 h luz / 8 h oscuridad) se establecieron las tres categorias (alta, media y
baja) que se muestran en la Figura 37. En este caso, 192 cepas presentaron un grado

medio y bajo, lo que representaria un 24,68% del total.

Si combinamos ambos criterios, podemos decir que 52 cepas, o sea un 6,68% del
total, se podrian considerar como portadoras de las caracteristicas propias de las cepas

hipovirulentas. En la Tabla 14 se describen estas cepas.
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Figura 37. Formacién de pustulas después de dos semanas en iluminaciéon. a) Alta (valor 2). b)
Media (valor 1). ¢) Baja (valor 0).

Si relacionamos estos resultados con los tipos encontrados en el ensayo de
caracterizacion morfologica, vemos que 43 de estas 52 cepas pertenecen al Tipo I. Los
Tipos II, X y XIII agruparon a dos cepas cada uno, y los tipos VI, VIII y XII a una cepa
cada uno (Tabla 14).

Es de destacar, que solo la concordancia con cepas pertenecientes a los subtipos
8.1 y 12.5, que presentaban un color blanco tanto en la parte superior como inferior de
la placa y un grado de formacion de pustulas bajo, confirmaria la relacion entre las
caracteristicas morfologicas descritas para las cepas hipovirulentas y la menor

virulencia en el ensayo madera-corteza.

Por otro lado, hay cepas pertenecientes a otros subtipos que presentan algunas de
las caracteristicas descritas para las hipovirulentas, y que han presentado una virulencia
muy baja en este ensayo. El subtipo 1.4 presenta un color blanco en la parte superior de
la placa y naranja en el inferior ademas de un grado de formacion de pustulas alto. El
subtipo 1.16 presenta un color blanco en la parte inferior, amarillo en la superior y un
grado de formacion de pustulas alto. El subtipo 1.11 que presenta un color inferior
amarillo, superior blanco y formacion de pustulas alto. Los subtipos 1.9 y 10.1 que

presentan color amarillo en la parte superior e inferior y formacion de pustulas alto.

Por ultimo, hay correspondencias entre cepas que pertenecen a los subtipos: 1.1,
1.2,1.7,1.17,2.3, 6.1, 10.5, 13.3, 13.7., cuyas caracteristicas no se corresponderian con

las descritas para las cepas hipovirulentas.
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Tabla 14: Resultados del ensayo de virulencia madera-corteza. Se muestran sélo las cepas que
presentan valores por debajo de la media de los controles con los dos criterios utilizados.

Ensayo madera-corteza

1er Criterio 2° Criterio Caracterizacion
N° Morfolégica
Madera(@ Corteza® Pustulas(©
( mam ) mbm ) (scl:g') ( mcm ) mdm ) (scl:]':') 12Sem. 2% Sem. Subtipo  Tipo

LFPAH-330 10 8 0,63 8 8 0,50 1 1 1.1 |
LFPAH-337 12 11 1,04 9 9 0,64 1 1 1.1 I
LFPAH-339 14 12 1,32 16 13 1,63 1 1 1.1 I
LFPAH-340 13 8 0,82 8 8 0,50 1 1 1.1 |
LFPAH-369 14 10 1,09 12 9 0,85 1 1 1.1 I
LFPAH-377 16 11 1,38 11 10 0,86 1 1 1.1 |
LFPAH-463 10 8 0,63 13 1 1,12 1 1 1.1 |
LFPAH-522 16 11 1,38 12 1 1,04 1 1 1.1 |
LFPAH-534 11 8 0,69 10 9 0,71 1 1 1.1 |
LFPAH-561 11 10 0,86 12 10 0,94 1 1 1.1 I
LFPAH-562 14 9 0,99 9 8 0,56 1 1 1.1 I
LFPAH-566 15 9 1,06 18 10 1,41 1 1 1.1 I
LFPAH-660 10 9 0,71 10 8 0,63 1 1 1.1 I
LFPAH-669 14 9 0,99 8 8 0,50 1 1 1.1 |
LFPAH-682 16 11 1,38 13 8 0,82 1 1 1.1 |
LFPAH-704 13 7 0,71 8 7 0,44 1 1 1.1 |
LFPAH-705 14 9 0,99 10 10 0,78 1 1 1.1 |
LFPAH-713 14 10 1,09 11 10 0,86 0 1 1.1 I
LFPAH-504 15 9 1,06 11 10 0,86 1 1 1.2 I
LFPAH-600 11 10 0,86 8 8 0,50 1 1 1.2 |
LFPAH-658 13 8 0,82 8 8 0,50 1 1 1.2 I
LFPAH-127 11 8 0,69 10 10 0,78 1 1 14 |
LFPAH-205 16 10 1,26 9 8 0,56 1 1 14 |
LFPAH-280 14 7 0,77 8 8 0,50 1 1 14 |
LFPAH-309 16 10 1,26 15 9 1,06 1 1 14 |
LFPAH-313 15 10 1,18 9 8 0,56 0 0 14 I
LFPAH-315 11 9 0,78 10 9 0,71 1 1 14 I
LFPAH-320 13 9 0,92 8 8 0,50 1 1 14 |
LFPAH-387 12 9 0,85 14 12 1,32 1 1 14 I
LFPAH-507 15 10 1,18 20 9 1,41 1 1 14 |
LFPAH-124 12 12 1,13 8 8 0,50 1 1 1.7 |
LFPAH-557 16 11 1,38 11 8 0,69 1 1 1.7 |
LFPAH-725 12 9 0,84 14 8 0,88 1 1 1.7 |
LFPAH-185 14 9 0,98 16 13 1,63 1 1 1.9 I
LFPAH-574 10 9 0,71 15 12 1,41 1 1 1.9 I
LFPAH-575 11 9 0,78 10 9 0,71 1 1 1.9 |
LFPAH-578 15 11 1,29 11 10 0,86 1 1 1.9 |
LFPAH-702 15 10 1,18 8 8 0,50 1 1 1.9 |
LFPAH-152 18 10 1,41 11 17 1,47 1 1 1.1 |
LFPAH-167 13 7 0,71 14 8 0,88 1 1 1.1 |
LFPAH-464 16 10 1,26 11 9 0,78 1 1 1.1 |
LFPAH-746 13 10 1,02 7 7 0,38 0 0 1.16 I
LFPAH-749 16 9 1,13 9 8 0,56 1 1 117 I
LFPAH-661 10 7 0,55 8 8 0,50 1 1 23 I
LFPAH-703 16 9 1,13 7 7 0,38 1 1 23 I
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Continuacion Tabla 14.

Ensayo madera-corteza

1er Criterio 2° Criterio Caracterizacion
N Morfolégica
Madera(®) Cortezal®) Pustulas(©
( 2 w e | (S;T‘l") ( < )( a4 | (Scl:r?') 12Sem. 2 Sem. Subtipo  Tipo
LFPAH-662 13 0,92 12 8 0,75 1 1 6.1 Vi
LFPAH-314 12 0,85 8 8 0,50 0 0 8.1 Vil
LFPAH-543 14 0,99 15 10 1,18 1 1 10.1 X
LFPAH-542 14 10 1,09 16 10 1,26 1 1 10.5 X
LFPAH-354 1 7 0,60 9 8 0,56 1 1 12.5 Xl
LFPAH-279 12 10 0,94 8 8 0,50 1 1 13.3 Xl
LFPAH-530.2 14 9 0,99 13 10 1,02 1 1 13.7 Xl

() Medidas de los dos diametros perpendiculares (a y b) y superficie de la lesion sobre la madera.
() Medidas de los dos didmetros perpendiculares (c y d) y superficie de la lesién sobre la corteza.
(9 Formacion de pustulas; 1 = medio y 0 = bajo.

De estas 52 cepas solo nueve (LFPAH-463, 507, 522, 530.2, 562, 566, 574, 660

y 746) se correspondieron con posibles chancros hipovirulentos en las anotaciones de

campo.

(9]
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3.6.- Actividad del enzima lacasa.

Tomando como criterio el color del medio de cultivo tras el crecimiento del
hongo (Figura 38), de las 471 cepas ensayadas, 34 (7,22%) resultaron tener una
tonalidad menor o igual a la presentada por la cepa control hipovirulenta (ATCC-

52571) (Tabla 15).

Figura 38: Test de Bavendamm con el que se observa el cambio de color del medio en la zona de
crecimiento activo del hongo. a) Cepa control hipovirulenta (ATCC-52571). b) Cepa virulenta.

Al analizar los valores de absorbancia a 405 nm obtenidos para los testigos
negativos de todas las placas, no hubo diferencias significativas entre las series (Prueba
t;t=-1,13; gl = 12; P = 0,28), por lo que se utiliz6 como representativo el valor medio
de cada par de datos. Ademas, se comprobd que dichos valores se ajustaban a una
distribucion normal (Kolmogorov-Smirnov: Z = 0,44; N=13; P > 0,99). El valor de la

media de los testigos negativos fue X =0,22, y la desviacion tipica dt = 0,04, por lo

que el intervalo en el que se incluirian el 95% de las muestras resulto (0,13; 0,30). En la
Tabla 15, podemos ver que 60 cepas tuvieron valores de absorbancia inferiores a este

valor.

Al relacionar los datos obtenidos con los dos criterios empleados para evaluar la
actividad del enzima lacasa, hemos encontrado resultados coincidentes en 29
aislamientos. Sin embargo, se encontraron otras 26 cepas que podrian ser hipovirulentas

segun solamente uno de los criterios (Tabla 15).

Si combinamos estos resultados con los de la caracterizaciéon morfolédgica, se
observa que las 34 cepas que podrian ser hipovirulentas segiin los resultados obtenidos

con el medio Bavendamm, se repartieron en 26 de los 84 subtipos morfoldgicos
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encontrados. De igual forma, las 60 cepas, que podrian ser hipovirulentas segin los
resultados obtenidos mediante la lectura de la absorbancia a 405 nm, se repartieron en

33 de los subtipos morfoldgicos (Tabla 15).

Tabla 15: Resultados obtenidos con los dos criterios utilizados para evaluar la actividad del enzima
lacasa.

N° de cepa Subtipofe) Bavendamm®) ESpe(:(tg'gI/:;(gmetro N° de cepa Subtipo( Bavendamm(®) ESpec(tg'gI/:)t(gmetro
LFPAH 379 1.1 n LFPAH 623 6.4 n n
LFPAH 584 1.2 n LFPAH 142 71 n n
LFPAH 7 15 n LFPAH 555 73 n n
LFPAH 124 17 n LFPAH 353 74 n
LFPAH 331 17 n n LFPAH 747 76 n
LFPAH 116 1.9 n LFPAH 536 78 n
LFPAH 228 1.9 n LFPAH 554 78 n
LFPAH 368 1.9 n n LFPAH 358 83 n
LFPAH 399 1.9 n LFPAH 180 10.1 n n
LFPAH 573 1.9 n LFPAH 545 10.1 n
LFPAH 574 1.9 n LFPAH 201 104 n n
LFPAH 575 1.9 n LFPAH 359 10.5 n n
LFPAH 577 1.9 n LFPAH 542 10.5 n
LFPAH 602 1.9 n LFPAH 745 10.5 n
LFPAH 607 1.9 n LFPAH 776 10.5 n n
LFPAH 615 1.9 n LFPAH 784 10.5 n n
LFPAH 94 1.1 n LFPAH 71.1 1.2 n n
LFPAH 100 1.1 n LFPAH 138.2 1.3 n

LFPAH 129.1 1.1 n LFPAH 305 12.1 n
LFPAH 202 1.1 n LFPAH 326 12.3 n n
LFPAH 312 1.1 L LFPAH 328 124 L L
LFPAH 149 112 L LFPAH 354 125 L L
LFPAH 552 1.14 L L LFPAH 391 134 L L
LFPAH 746 1.16 L L LFPAH 530.2 137 L
LFPAH 676 22 L LFPAH 692 14.1 L L
LFPAH 250 23 L L LFPAH 694 14.1 L L
LFPAH 258 23 L L LFPAH 696 14.1 L L
LFPAH 450 33 L L LFPAH 767 14.1 L L
LFPAH 39 34 n n LFPAH 772 14.1 n n
LFPAH 29 42 n LFPAH 538 14.2 n n
LFPAH 81 45 n LFPAH 683 14.2 n
LFPAH 778 46 n LFPAH 756 15.1 n n
LFPAH 176 55 n n

(@ Subtipos resultantes de la caracterizacién morfolégica. ® Cepas que podrian ser hipovirulentas segun los
resultados con el medio Bavendamm. © Cepas que podrian ser hipovirulentas segun los resultados con el
espectrofotometro.

Segun las anotaciones de campo, las cepas LFPAH-530.2, 555, 574, 615, 683,
745, 746 y 747, corresponderian a chancros con aspecto coincidente con el descrito para

los hipovirulentos.

Al comparar los resultados de este ensayo, con los del ensayo madera-corteza,

vemos que dos cepas, LFPAH-746 y 354, han podido ser consideradas como
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hipovirulentas segin todos los criterios estudiados. Otras cuatro cepas, LFPAH-124,
574, 575 y 530.2, han resultado hipovirulentas segin los resultados de virulencia en
madera-corteza y la absorbancia, y una cepa, LFPAH-542, ha resultado hipovirulenta

segun la virulencia en madera-corteza y el Bavendamm (Tabla 16).

Tabla 16: Comparacion de los resultados obtenidos con el ensayo de virulencia madera-corteza y la
actividad del enzima lacasa.

Actividad del enzima lacasa

Ensayo
CEPA Subtipo
madera-corteza Medio Absorbancia
Bavendamm (405nm)

LFPAH-124 1.7 . .

LFPAH-354 12.5 . . .
LFPAH-530.2 13.7 . .

LFPAH-542 10.5 . .

LFPAH-574 1.9 . .

LFPAH-575 1.9 . .

LFPAH-746 1.16 . . .

« Cepa considerada hipovirulenta para cada uno de los ensayos de virulencia.
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3.7.- Amplificacion de secuencias arbitrarias (RAPD).

Para realizar esta técnica se ensay6 el producto obtenido por el método de lisis
por choque térmico, pero no se obtuvo amplificacion por lo que se utilizo el ADN

obtenido por el método que denominamos lisis ayudada por micropistilos.

En cuanto a la optimizacioén del método realizada, no se observd variacion en las
amplificaciones obtenidas al usar las tres diluciones del ADN total ensayadas (1:2, 1:5y
1:10) por lo que se optd por trabajar con el ADN sin diluir, para evitar contaminaciones

por la manipulacién y también porque era menos laborioso.

La técnica resultd repetible en las amplificaciones realizadas y, en cuanto a la
reproducibilidad, no se obtuvieron diferencias en el resultado de las amplificaciones al
utilizar el ADN de tres extracciones distintas, ni al utilizar termocicladores diferentes en

distintos laboratorios, ni con operadores diferentes.

Los iniciadores SER-6, OPR-01, SER-8 (Figura 39a) y OPB-10 (Figura 39b),
mostraron un Unico perfil para las cepas de C. parasitica ensayadas y diferente del de la

cepa fuera de grupo.

1 12 13 : 9 10 11 12 13
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Figura 39: Resultado de la amplificacion RAPD en cepas asturianas de C. parasitica. a) Perfil de
bandas con el iniciador SER-8: Calle 1: Marcador de peso molecular. Calles 2 a 13: LFPAH-203,
204, 205, 206, 391, 392.1, 393.1, 394, 270, 353, 228, 229. b) Perfil de bandas con el iniciador OPB-10:
Calle 1: Marcador de peso molecular. Calles 2 a 13: LFPAH-203, 204, 205, 206, 391, 392.1, 393.1.,
394, 270, 353, 228, 229.
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Con el iniciador SER-21 se obtuvieron tres perfiles diferentes, totalmente
repetibles y reproducibles, por lo que se consideraron tres RAPD-tipo distintos (R-Al,
R-A2 y R-A3). E1 R-A1 agrup6 a 21 de las 24 cepas ensayadas (Figura 40a, Calles 2 a
11; Figura 40b, Calles 3 a 13). El R-A2 agrup6 a tres de las cepas ensayadas (Figura
41a, Calles 12 y 13; Figura 41b, Calle 2). El R-A3 correspondi6 con la cepa fuera de

grupo.

Dos de las cepas agrupadas por el R-A2 pertenecen al concejo de San Martin del
Rey Aurelio (LFPAH-190 y LFPAH-192) y la otra al concejo de Ribadesella (LFPAH-
203). Es de destacar que aun perteneciendo a concejos diferentes y relativamente
alejados, ambas pertenecen al mismo grupo de compatibilidad vegetativa, el que

denominamos EU-13.

9 10 11 12 13 34 56 7 & 9 10 1112 13

Figura 40: Resultado de la amplificacion RAPD en cepas asturianas de C. parasitica. Perfil de
bandas con el iniciador SER-21. a) Calle 1: Marcador de peso molecular. Calles 2-13: LFPAH-221,
218, 217, 265, 161, 160, 159, 185, 193, 191, 190, 192. b) Calle 1: Marcador de peso molecular. Calles
2-13: LFPAH-203, 204, 205, 206, 391, 392.1, 393.1, 394, 270, 353, 228, 229.

Con el iniciador SER-14 se han encontrado cinco perfiles diferentes que, igual
que en el caso anterior, fueron totalmente repetibles y reproducibles. En este caso se
asignaron cinco RAPD-tipo (R-B1 a R-BS5). El R-Bl agrup6 a 14 de las 24 cepas
ensayadas (Figura 41a, Calles 6 a 9 y Calles 12 y 13; Figura 41b, Calles 2 a 7 y Calles 9
y 10). EI R-B2 agrup6 a dos cepas (Figura 41a, Calles 10 y 11). EI R-B3 agrup6 a
cuatro cepas (Figura 41a, Calles 2 a 5). El R-B4 agrupo a dos cepas (Figura 41b, Calles
11y 12). EI R-BS5 correspondi6 a la cepa fuera de grupo (Figura 41b, Calle 8).
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Las cuatro cepas pertenecientes al R-B3 (LFPAH-203, LFPAH-204, LFPAH-
205 y LFPAH-206) provenian del concejo de Ribadesella.

Las dos cepas pertenecientes al R-B4 (LFPAH-190 y LFPAH-192) provenian
del concejo de San Martin del Rey Aurelio y correspondian al grupo de compatibilidad
vegetativa PA-II. Otras dos cepas de este mismo concejo (LFPAH-191 y LFPAH-193),
que pertenecian a un grupo de compatibilidad vegetativa distinto, el PA-I, presentaron

un perfil diferente y se agruparon en el R-B1.

También se vieron diferencias entre las cepas del concejo de Cabrales. Dos de
ellas (LFPAH-270 y LFPAH-353) se agruparon en el R-B1 y las dos restantes (LFPAH-
228 y LFPAH-229) en el R-B2. Este hecho resulta destacable ya que en los ensayos de
compatibilidad ambos habian mostrado una zona de contacto mas marcada pero sin

llegar a producir barreras.

9 10 11 12 13 4 b 0 11 12
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Figura 41: Resultado de la amplificacién RAPD en cepas asturianas de C. parasitica. Perfil de
bandas con el iniciador SER-14. a) Calle 1: marcador de peso molecular. Calles 2-13: LFPAH-203,
204, 205, 206, 391, 392,1, 393.1, 394, 270, 353, 228, 229. b) Calle 1: marcador de peso molecular.
Calles 2-13: LFPAH-221, 218, 217, 265, 161, 160, E. turcicum, 193, 191, 190, 192.

Con los iniciadores OPA-04, SER-17, S, OPB-6, A, OPS-19 y ERIC-2, los
perfiles RAPD no fueron consistentes ni faciles de interpretar por lo que se descarto la

utilizacion de estos iniciadores.

Estos resultados animan a ampliar el estudio a un mayor numero de cepas de la

coleccion del SERIDA.
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Puesto que la técnica parecia tener un buen potencial para diferenciar, se aplico
también a diferentes especies pertenecientes a la familia Cryphonectriaceae (Tabla 1),
utilizando dos de los iniciadores que mostraron un perfil idéntico para todas las cepas de
C. parasitica asturianas ensayadas. Asi, con el iniciador OPB-10 se obtuvieron seis
RAPD-tipo distintos (R-C1 a R-C6). E1 R-C1 agrupa a los aislamientos de C. parasitica
de origen asturiano (Figura 42, Calles 9 a 16). El R-C2 agrupa al aislamiento europeo de
C. parasitica y a la especie C. gyrosa (Figura 42, Calles 6 y 8). El R-C3 agrupa a los
aislamientos de C. parasitica de origen americano (Figura 42, Calles 17 a 20). El R-C4
agrupa las cepas de C. cubensis y C. havanensis (Figura 42, Calles 2 y 7). El R-C5
agrupa a las cepas de C. nitschkei'y C. macrospora (Figura 42, Calles 3 y 5). El R-C6 se

corresponde con la cepa de C. radicalis (Figura 42, Calle 4).

10 11 12 13 14 15 16 17 16 19 20
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Figura 42: Resultado de la amplificacion RAPD en cepas pertenecientes a diferentes especies de la
familia Cryphonectriaceae. Perfil de bandas con el iniciador OPB-10. Calle 1: marcador de peso
molecular. Calle 2: C. cubensis. Calle 3: C. nitschkei. Calle 4: C. radicalis. Calle 5: C. macrospora.
Calle 6: C. gyrosa. Calle 7: C. havanensis. Calle 8: C. parasitica de origen europeo. Calles 9 a 16:

Aislamientos asturianos de C. parasitica. Calles 17 a 20: Cepas de C. parasitica de origen americano.

Los tipos R-C1 y R-C2, que engloban a las especies de C. parasitica asturianas y
europea, son muy similares y se diferencian solamente en una banda. Cabe destacar que
el R-C4 agrup6 dos cepas de especies diferentes, que en la actualidad se corresponden

con la misma especie que recibe el nombre de Chrysoporthe cubensis.
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Con el iniciador SER-8 se han obtenido cinco RAPD-tipo (R-D1 a R-D5). El R-
D1 agrupa a las cepas de C. parasitica de origen asturiano, europeo y americano,
ademas de la cepa de C. gyrosa (Figura 43, Calles 8 a 20 y Calle 6). El R-D2 agrupa a
las cepas de C. nitschkei 'y C. macrospora (Figura 43, Calles 3 y 5). El R-D3 coincide
con la cepa de C. cubensis (Figura 43, Calle 2). El R-D4 se corresponde con la cepa de
C. havanensis (Figura 43, Calle 7). El R-D5 con la de C. radicalis (Figura 43, Calle 4).
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Figura 43: Resultado de la amplificacion RAPD en cepas pertenecientes a diferentes especies de la
familia Cryphonectriaceae. Perfil de bandas con el iniciador SER-8. Calle 1: marcador de peso
molecular. Calle 2: C. cubensis. Calle 3: C. nitschkei. Calle 4: C. radicalis. Calle 5: C. macrospora.
Calle 6: C. gyrosa. Calle 7: C. havanensis. Calle 8: C. parasitica de origen europeo. Calles 9 a 16:
Aislamientos asturianos de C. parasitica. Calles 17 a 20: Cepas de C. parasitica de origen americano.

Los tipos R-D3 y R-D4 son muy similares diferenciandose solo en una banda y
agrupan a las dos cepas que ahora pertenecen a la especie Chr. cubensis y que con el

anterior iniciador aparecian agrupadas en el mismo RAPD-tipo.

Por tanto, la técnica RAPD ha sido util para diferenciar especies de la familia
Cryphonectriaceae y ha permitido agrupar cepas de distintos origenes, por lo que se va
a seguir aplicando a una serie mayor de cepas pertenecientes a esta familia para

corroborar estos resultados.
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3.8.- Microsatélites (Simple Sequence Repeats, SSR).

De los 16 loci analizados, siete (CPG6, CPE4, CpSI006, CpSI10032, CpSI1054,

CPES, CPQG7) resultaron ser monomorficos y nueve polimorficos, cinco con dos alelos

(CPEL, CPG3, 107-650, CpSI009, CPE3), tres con tres alelos (CpSI072, CPES, CPG4) y

uno con cuatro alelos (CPG4) (Tabla 17).

Tabla 17: Alelos encontrados para cada loci.

loci

©o o o~ [=2] <
- © o < 8 8 S 3 8 < - o S © s ~
w 0] 0] w »n » » «@ » (L) wi w 77} wi (U] o
o a a o -3 o o ~ o a o o o o a a
o o o o o o o (=] o o o o o o o o
n° 2 1 2 1 1 1 3 2 2 4 2 3 1 1 3 1
167 263 235 250 165 464 348 312 185 225 211 132 310 278 292 253
nm” @ @ ® O @ © (12 (4 (16 (200 (22 (25 (26) (27) (30)
8 131 253 337 315 167 208 213 135 281
2 % @ () (10 (138 (15 (7 @) (23) (28)
s
£
s 340 228 150 269
(11) (18) (24) (29)
222

(19)

@ Valor de cada alelo en pares de bases.

® Numero de orden que se ha asignado a cada alelo para hacer la matriz presencia/ausencia (Tabla 18).

Los 16 loci microsatélites utilizados amplificaron correctamente en las

condiciones descritas en material y métodos, excepto el locus CPE4 que no consiguio

amplificar, a pesar de repetirse el ensayo cuatro veces, en cuatro cepas: LFPAH-214,

LFPAH-379, LFPAH-343 y LFPAH-470, por lo que se desestimo su utilizacion.

Los ensayos con las cepas que mostraron alelos distintos, también se repitieron

para confirmar esas diferencias.

De forma similar a lo descrito por Milgroom et al., 1992 y McGuire et al., 2005,

para cada muestra se determind la presencia (1) o ausencia (0) de los 30 alelos. Se

consideraron loci independientes y se trataron como caracteres binarios. De esta forma

se detectaron 13 haplotipos diferentes (Tabla 18).
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Tabla 18: Haplotipos encontrados segin la matriz de presencia / ausencia.

Genotipo segun la presencia/ausencia®@

Haplotipo n°e)
1 10110 11110 01010 10001 01001 11001 166
2 10110 11110 01010 10001 00101 11001 2
3 10110 11110 01010 00011 01001 11001 1
4 10110 11110 01010 00101 01001 11001 1
5 10110 11110 00110 10001 01001 11001 1
6 10110 11101 01001 10001 01001 10101 9
7 10110 11101 01001 01000 11001 10101 2
8 10110 11110 01010 10001 01001 10011 1
9 10110 11110 01010 10001 01001 10101 1
10 10110 11100 11001 10001 01001 10101 1
11 10110 11101 01010 10001 01001 10101 1
12 01101 11110 01010 10001 01001 10101 1
13 10110 11110 01010 10001 00011 11001 2

@ El orden de los 30 alelos sigue el que se describe en la Tabla 17. ® Numero de aislamientos que pertenecen a cada haplotipo.

De estos 13 haplotipos, el mas comtn fue el haplotipo 1 que agrupd a 166
aislamientos (87,83%) y se encontr6 en todas las masas afectadas (Figura 44). El
haplotipo 6 agrup6 nueve aislamientos (4,75%) y se localiz6 en la zona sur-oriental. El
resto de haplotipos se encuentran repartidos por todo el territorio asturiano, agrupando
los haplotipos 2, 7 y 13 dos aislamientos cada uno (1,06%) y los haplotipos 3, 4, 5, 8, 9,
10, 11 y 12 un aislamiento cada uno (0,53%).

Haplotipo 1 Haplotipo 6

Haplotipo 13 Haplotipo 3
Haplotipo 5

Haplotipo 9 Haplotipo 7 Haplotipo 11

Haplotipo &

Haplotipo 4 Haplotipo 2 Haplotipo 12 Haplotipo 10

Figura 44: Distribucion geografica de los distintos haplotipos encontrados.
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Si relacionamos los haplotipos con los idiomorfos MAT vemos que dentro de las
cepas pertenecientes al haplotipo 1, la proporcion de idiomorfos MAT fue 2:1, de tal
manera que 109 (65,66%) correspondieron al MAT-1y 56 (33,74%) al MAT-2. También
pertenece a este haplotipo el heterocarionte estudiado. Para el haplotipo 2, esta
proporcion fue 1:1, con una cepa perteneciente al MAT-1 y otra perteneciente al MAT-2.
Todas las cepas de los haplotipos 6, 10 y 13 pertenecieron al MAT-1 y las de los
haplotipos 3,4, 5,7,8,9, 11y 12 al MAT-2 (Tabla 19).

Al combinar los haplotipos con los GCV, se encontr6 una clara relacion, de tal
forma que ningiin haplotipo se encuentra en dos GCV distintos. E1 GCV EU-1 agrup6 a
los haplotipos 1, 2, 3,4, 5, 8, 9 y 13. E1 GCV EU-13 agrup6 a los haplotipos 6, 7, 10 y
11. E1 GCV EU-3 se correspondi6 con el haplotipo 12 (Tabla 19).

Tabla 19: Relacion entre los haplotipos, idiomorfos MAT y GCV.

Haplotipos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
CPE1 167 *(b) * * * * * * * * * 131 *
CPG6 263 * * * * * * * * * * * *
CPG3 235 * * * * * * * * * * 253 *
CPE4 250 * * * * * * * * * * * *
CpS|006 165 * * * * * * * * * * * *
CpS|032 464 * * * * * * * * * * * *
= CpSI072 348 * * * * 337 337 * * 340 337 * *
‘S 107-650 312 * * * 315 * * * * * * * *
= CpSI009 185 * * * * 167 167 * * 167 * * *
CPG4 225 * 222 228 * * 208 * * * * * *
CPE3 211 * * * * * 213 * * * * * *
CPE8 132 135 * * * * * * * * * * 150
CpS|O54 310 * * * * * * * * * * * *
CPE5 278 * * * * * * * * * * * *
CPG14 292 * * * * 281 281 269 281 281 281 281 *
CPG7 253 * * * * * * * * * * * *
g MAT-1 109 1 9 1 2
(=]
E MAT-2 56 1 1 1 1 2 1 1 1 1
3 MAT-12 1
_ EU-1 166 2 1 1 1 1 1 2
3 EU-13 9 2 1 1
o
EU-3 1

@ Valor de cada alelo en pares de bases. ® * Mismo valor en pares de bases que el haplotipo 1 para cada locus. © Ntmero de cepas
de cada uno de los idiomorfos MAT que pertenecen a cada haplotipo.  Numero de cepas de cada GCV que pertenecen a cada
haplotipo.
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Para comprobar la existencia de recombinacidén, se construyd una red de
haplotipos (Figura 45) de forma similar a lo descrito por otros autores (Fitch, 1997;
Posada y Grandall, 2001; McGuire et al., 2005). Esta red se construyé manualmente
para conectar los haplotipos con el minimo numero de diferencias absolutas entre ellos,
de tal manera que los bucles que apareciesen en la red se interpretarian como una
evidencia de homoplasia causada por recombinacion o mutaciones (McGuire et al.,

2005).

CpEIOT2 (1)

cPE- (2}

Figura 45: Red de haplotipos del hongo C. parasitica. Cada uno de los 13 haplotipos encontrados se
representa dentro de un circulo. El diferente tamafio de los circulos corresponde aproximadamente
con el nimero de aislamientos que pertenecen a cada haplotipo. Los pequeiios circulos de color azul
representan haplotipos intermedios tedricos que no se han encontrado en la serie. Cada linea que
conecta dos haplotipos representa un tinico cambio y sobre ellas aparece el locus afectado y entre
paréntesis el nimero que se ha asignado a cada alelo en la Tabla 17.

Si sobre esta red de haplotipos, representamos todos los cambios hipotéticos
(Figura 46), se observa la relacion entre todos los haplotipos y otras posibles rutas,

menos probables, para su obtencion.

Al sobreponer sobre esta red de haplotipos los GCV a los que pertenece cada
uno, se remarca la clara relacion entre GCV y haplotipos (Figura 46). El GCV EU-1

agrup6 al haplotipo mayoritario (haplotipo 1) y a todos los haplotipos que se diferencian
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de este en un solo locus (haplotipos 2, 3, 4, 5, 8, 9 y 13). El GCV EU-13 agrup6 al
haplotipo 6 y a todos los haplotipos que se diferencian de este en un solo locus

(haplotipos 7, 10 y 11). E1 GCV EU-3 correspondi6 con el haplotipo 12.
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Figura 46: Relacion entre los haplotipos del hongo C. parasitica y los GCV. Las lineas discontinuas
serian cambios hipotéticos que no se han encontrado y ayudan a remarcar el caracter
tridimensional de este tipo de representacion. Las tres areas sombreadas agrupan los haplotipos

que pertenecen a cada GCV.

La combinacion de estos resultados avalaria el caracter clonal de la poblacion de
C. parasitica en Asturias, y podria sugerir que ha habido tres introducciones diferentes

del patdgeno, una que se corresponderia con el haplotipo 1, otra con el haplotipo 6 y por

ultimo, la del haplotipo 12, de las que, probablemente por mutaciones, se habrian

generado el resto de haplotipos.
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3.9.- Ensayo in vitro de productos fitosanitarios.

En el ensayo in vitro realizado se ha encontrado una gran diferencia de eficacia
entre las diferentes materias activas probadas, asi el Azoxistrobin (25%) y la mezcla de
Ofurace (6%) + Folpet (32%) + Cimoxanilo (3%), no consiguieron inhibir el

crecimiento del hongo a ninguna de las concentraciones ensayadas.

El efecto de los cuatro productos restantes varid considerablemente (Tabla 20).
Con el Captan (85%) el crecimiento del hongo fue escaso, pero solo fue capaz de
producir la inhibicion total del crecimiento de la cepa LFPAH-140 cuando alcanzo la
concentracion de 128 pg/ml, de las cepas LFPAH-1, LFPAH-14.1, LFPAH-23 y
LFPAH-150 a la concentracién de 512 pg/ml, y de las cepas LFPAH-147, ATCC-
52571 y CCP-52 a la concentracion de 1.024 pg/ml. Ademas, mostré una actividad

fungistatica a todas las concentraciones ensayadas.

El Epoxiconazol (12,5%), por el contrario, inhibi6 totalmente el crecimiento de
las ocho cepas ensayadas a la concentracion de 1 pg/ml, y mostré un efecto fungicida

para todas ellas ya desde esa concentracion.

La mezcla de Carbendazima (20%) + Flutriafol (9,4%) produjo la inhibicion
total del crecimiento para las ocho cepas ensayadas a la concentracion de 1 pg/ml y se
mostré como fungicida para la cepa LFPAH-14.1 a esta concentracion, mientras que lo
fue a 2 pg/ml para las cepas LFPAH-150, ATCC-52571 y CCP-52 y a 4 ug/ml para las
cepas LFPAH-1, LFPAH-23, LFPAH-140 y LFPAH-147. Por debajo de estas

concentraciones se comportd como fungistatica.

La mezcla de Flusilazol (0,5%) + Carbendazima (1%) inhibio el crecimiento de
todas las cepas ensayadas a la concentracion de 1 pg/ml. Se mostré como fungicida a
partir de la concentracion de 4 pg/ml para las cepas LFPAH-1, LFPAH-150 y CCP-52 y
de 8 pg/ml para las cepas LFPAH-14.1, LFPAH-23, LFPAH-140, LFPAH-147 y

ATCC-52571. Por debajo de estas concentraciones se comporté como fungistatica.
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Tabla 20: Resultado del ensayo in vitro de fitosanitarios. Se representan las concentraciones a las
que se inhibié el crecimiento para cada una de las cepas ensayadas con las materias activas
indicadas.

CONCENTRACIONES DE ENSAYO (pg/ml)

CEPAS
2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
LFPAH-1 al - C C C C . . . . .
- LFPAH-14.1 - - - C C C . . . . .
~ LFPAH-23 . - . C C C . . . . .
< LFPAH-140 - . - C C » . . . . .
z LFPAH-147 x = = = = = = = = = .
% LFPAH-150 s = = = = = = = = = .
& ATCC-52571 . - - a C . . " . . .
CCP-52 n n n n n n u ] [ [ ]
LFPAH-1 - O . . . . . . . . .
. LFPAH-14.1 - . . . . . . . . . .
g Z‘\’j LFPAH-23 5 5 . . . . . . . . .
% 3 LFPAH-140 5 5 - . . . . . . . .
é Pi(_‘ LFPAH-147 O O - - - - " n " " n
. é 3 LFPAH-150 O - - - - - - n " " n
< |3 ATCC-52571 g - . . . . . . . . .
E CCP-52 o = = = = = = = = = =
é’ LFPAH-1 5 5 . = C C c . . . .
g . . LFPAH-14.1 o = - 0 C - - n " " .
§ é LFPAH-23 o o o ™ n n n ] [ [ ]
S5 LFPAH-140 5 5 - C C = . . . . .
5 % LFPAH'147 [m] [m] [m] | | n | | n | | n n | |
% % LFPAH-150 o = C a - . - " " " "
ATCC-52571 5 o E C C - . . . . .
CCP-52 [m] O n ] n ] n ] u L} L]
LFPAH-1 = O
LFPAH-14.1 = o
- LFPAH-23 = o
§ LFPAH-140 O o o o
é LFPAH-147 O
S LFPAH-150 = o
ATCC-52571 o
CCP-52 o

(m") Actividad fungicida. (o?) Actividad fungistéatica.

Por tanto, podemos concluir que tres de los productos ensayados, Epoxiconazol
(12,5%), la mezcla de Carbendazima (20%) + Flutriafol (9,4%) y la mezcla de
Flusilazol (0,5%) + Carbendazima (1%), han sido eficaces en el control in vitro del
hongo, sin embargo por su actuacion fungicida en todos las concentraciones, existe una

mayor eficacia en el caso del Epoxiconazol (12,5%).
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3.10.- Ensayo in vivo de productos fitosanitarios.

Durante el primer afo, las observaciones realizadas a las 126 plantas de castafio
ya mostraron diferencias en el aspecto de los chancros inoculados. En la Figura 47
podemos ver el aspecto del chancro tratado de forma curativa y localizada respecto al

testigo (47¢c y 47b).

L 1-.- % 2. ..
3 e ol 9

Figura 47: Diferencias observadas en los dafios producidos por el hongo el primer afio del ensayo K
de productos fitosanitarios. a) Chancro en el momento de retirar el film de laboratorio. b) Chancro
de uno de los testigos inoculados y no tratados. ¢) Chancro después del tratamiento curativo por
contacto. d) Chancro después del tratamiento preventivo.

En cuanto al analisis de los datos, se obtuvieron diferencias significativas en la
lesion producida (ANOVA; F», 97 = 4,14; P<0,05) entre el control y los tres tipos de
tratamientos, preventivo (T1), curativo por pulverizacion (T2) y curativo por aplicacion
localizada (T3). Entre tratamientos, hubo diferencias significativas entre T1 y T3,
mientras que no hubo diferencias significativas entre T1 y T2, ni entre T2 y T3 (Figura

48a).
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También se obtuvieron diferencias significativas en la lesion producida
(ANOVA; F, 97=5,17; P<0,001) entre el control y los tres productos utilizados (Figura
48b). Entre productos, hubo diferencias significativas entre el Epoxiconazol (12,5%) y
la mezcla de Carbendazima (20%) + Flutriafol (9,4%), mientras que no hubo diferencias
significativas entre el Epoxiconazol (12,5%) y la Carbendazima (50%), ni entre la
Carbendazima (50%) y la mezcla de Carbendazima (20%) + Flutriafol (9,4%) (Figura
48Db).

1000 10,00
ano a b 0,00 8 b be
o e
500 be B
¢ 700
700 S
= 6,00
= 600 g "
= o 5,00
c 580 =
= ER YL
A0 3,00
300 2,00
200 1,00
100 0,00
0o Centol Boskenmmd  Cabendacima (0% Cabendadm
Coral T-1 T2 T3 | 5% + RukiaBl {9,3% {50t
Tratam lsntos Makrias activas

Figura 48: a) Relacion entre la lesion y los tratamientos. b) Relacion entre la lesion y los productos.
Columnas con la misma letra no son significativamente diferentes.

En el caso de las grietas se obtuvieron diferencias significativas (KRUSKALL-
WALLIS; X2 =11,27; gl = 3; P<0,05) entre el control y el tratamiento T3 (curativo por
aplicacion localizada), mientras que no hubo diferencias significativas entre
tratamientos (Figura 49a). Tampoco se obtuvieron diferencias significativas
(KRUSKALL-WALLIS; ¥* = 6,39; gl = 3; P = 0,094) entre el control y los productos

utilizados, ni entre productos (Figura 49b).

L0 L0
a n.s
350 ab b 3,50
a
300 b 2
250 2
& - H L
2,00
£ zo0 ="
5 1,50
150
1,00
100 4
0.5
050
0,00 T
oo T T T Corbel Epoxiconazel  Cabendscima(20%  Carbendazima
Corkl T T ™ {1254 +Rutinbli9, 4% i-5
a Tratmlenios Materia s activas

Figura 49: a) Relacion entre las grietas y los tratamientos. b) Relacion entre las grietas y los
productos. Columnas con la misma letra no son significativamente diferentes.
(n.s.) no significativo.
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En cuanto a la formacion de pustulas se obtuvieron diferencias significativas
(KRUSKALL-WALLIS; y* = 12,80; gl = 3; P < 0,01) entre el control y el tratamiento
T3 (curativo por aplicacion localizada), mientras que no hubo diferencias significativas
entre tratamientos (Figura 50a). También se obtuvieron diferencias significativas
(KRUSKALL-WALLIS; y* = 20,16; gl = 3; P < 0,001) entre el control y el
Epoxiconazol (12,5%) y entre el control y la Carbendazima (50%) (Figura 50b). Entre
productos solo hubo diferencias significativas entre el Epoxiconazol (12,5%) y la

mezcla de Carbendazima (20%) + Flutriafol (9,4%) (Figura 50b).

150 4,50
e a a

ab
L0 L
o ab ab ia . be
350 -
300 b A ¢
- L Z 2@
= 250 £
& 5 3 200
Z 200 !
1,50
e 1,00
1060 ula:-
050 i
aon T T ool Epocicomzsl  Carbendadima (2008 Carbendszina
Contel T T ™ {1254 +FutinBl (9,4% (0%
Tratamlsnte Materae actvas

Figura 50: a) Relacién entre la formacién de pustulas y los tratamientos. b) Relacion entre la
formacion de pustulas y los productos. Columnas con la misma letra no son significativamente
diferentes.

Con los datos obtenidos durante los tres afios de ensayo, se obtuvieron
diferencias significativas en la lesion producida (KRUSKALL-WALLIS; y* = 25,01; gl
= 2; P < 0,001) entre el control y los tratamientos, mientras que no hubo diferencias
significativas entre tratamientos (Figura 51a). También se obtuvieron diferencias
significativas en la formacién de pustulas (KRUSKALL-WALLIS; x> = 27,68; gl = 3; P
< 0,001) entre el control y los tres productos ensayados, mientras que no hubo

diferencias significativas entre productos (Figura 51b).

1500 13,00
A a

a
15,00 — b b 18,00 B b b b
1450 +m
1208 = I%m
T 2 0o
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2 500 E
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£00
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B 2m
2,00 0,00 T T T
opoo Contel Boakmmd  Coubendacina (0% Carbendazgima
Cotral T2 ] (5 + Rurkiadl (3,45 [y
Tratam lentoe Makrias aclivas

Figura 51: a) Relacion entre la lesion y los tratamientos. b) Relacion entre la lesion y los productos.
Columnas con la misma letra no son significativamente diferentes.
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En el caso de las grietas se obtuvieron diferencias significativas (KRUSKALL-
WALLIS; X2 =28,31; gl =2; P <0,001) entre el control y los tratamientos, mientras que
no hubo diferencias significativas entre tratamientos (Figura 52a). Se obtuvieron
diferencias significativas (KRUSKALL-WALLIS; x2 = 18,13; gl = 3; P < 0,001) entre
el control y los tres productos ensayados, mientras que no hubo diferencias

significativas entre productos (Figura 52b).

400 a 4,00 a b b b
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Tratimlante Matara e acvas

Figura 52: a) Relacion entre la formacion de grietas y los tratamientos. b) Relacion entre la
formacion de grietas y los productos. Columnas con la misma letra no son significativamente
diferentes.

En cuanto a la formacioén de pustulas se obtuvieron diferencias significativas
(KRUSKALL-WALLIS; x2 = 23,53; gl = 2; P < 0,001) entre el control y los
tratamientos, y no hubo diferencias significativas entre tratamientos (Figura 53a). Se
obtuvieron diferencias significativas (KRUSKALL-WALLIS; y* = 23,56; gl = 3; P <
0,001) entre el control y los tres productos ensayados, mientras que no hubo diferencias

significativas entre productos (Figura 53b).
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Figura 53: a) Relacion entre la formacion de pustulas y los tratamientos. b) Relacion entre la
formacion de pustulas y los productos. Columnas con la misma letra no son significativamente
diferentes.
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Ademas, al final del tercer afio se observaron diferencias en el porcentaje de

rebrotes sanos, entre el control y los tipos de tratamientos y los distintos productos

(Figura 54).

Figura 54: Aspecto de las plantas al final del tercer afio del ensayo in vivo de fitosanitarios. a)
Testigo con todos los rebrotes sanos. b) Arbol inoculado con todos los rebrotes afectados. c¢) y d)
Arboles inoculados y tratados con los rebrotes sanos.

En la Figura 55, se representa el porcentaje de rebrotes sanos que se encontrd en

el control, en los tratamientos y en los productos.
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Figura 55: Porcentaje de rebrotes sanos. a) Resultados del control frente a los tratamientos. b)
Resultados del control frente a las tres materias activas utilizadas.
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Todo ello parece indicar que las diferencias entre las distintas materias utilizadas
y los diferentes tipos de tratamientos, fueron disminuyendo con el tiempo a medida que
avanzo6 el ensayo, y aunque ha habido diferencias significativas de los datos obtenidos
con los tratamientos con respecto a los testigos, esto no ha impedido que la enfermedad
esté presente y siga avanzando. En este sentido, entendemos que los beneficios de los
posibles tratamientos no compensan los inconvenientes y gastos ocasionados por la

aplicacion de los mismos.
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Durante la prospeccion realizada se ha comprobado la falta de tratamientos
selvicolas en la mayor parte de las masas de castafio asturianas, situacion que ya
sefialaban Valdezate ef al. en el afio 2001 y que también se ha observado en otras
comunidades auténomas cercanas como Castilla y Ledén (Martin, 2003). Este estado de
abandono favoreceria la dispersion de la enfermedad, ya que la correcta gestion del
bosque y unas buenas practicas selvicolas, ademds de mantener un buen estado
vegetativo de las masas, son necesarias para frenar el avance de la enfermedad
independientemente del método de control utilizado (Griffin, 1986). Asi, en Castilla y
Ledn, se empezo6 en 2003 una campafia de apeos fitosanitarios y podas como medida de
contencion en los lugares donde el grado de infeccion es ain medio o bajo (Martin,

2003).

Es de sefialar que debido a la peculiar distribucion del castafio en el Principado
de Asturias, se utiliz6 como unidad de muestreo el concejo, a pesar de ser un término
administrativo. Este planteamiento también fue seguido en anteriores trabajos realizados
en la provincia (Mufioz y Cobos, 1990; Mufioz y Cobos, 1991; Valdezate et al., 2001) y
facilito la organizacion de los resultados, de tal manera que todos los aislamientos,
obtenidos en los distintos puntos de muestreo dentro un mismo concejo, formaron una
poblacion, de forma similar al procedimiento seguido también en otros paises (Robin et

al., 2000).

Una consecuencia de este estado de abandono podria ser la rapida dispersion que
la enfermedad esté teniendo en los castafiares asturianos. Esta situacion queda reflejada
con la deteccion de la enfermedad en 69 de los 78 concejos del Principado de Asturias,
nueve mas de los encontrados en el Gltimo muestreo realizado en la provincia en el afio
2000 (Valdezate et al., 2001). Se ha encontrado el patégeno en once concejos mas que
en ese muestreo, por el contrario no se ha detectado el hongo en dos concejos que en
aquella ocasion si se habia detectado. Esto podria ser debido a que en algunos de estos
concejos, los castafios estdn muy dispersos y aislados, un ejemplo lo tenemos en el
concejo de Muros del Nalon, en el que se aislo el hongo en el muestreo del 89/90, no se

aislo en 2000 (Valdezate ef al., 2001) y en esta ocasion ha vuelto a aislarse.

En algunos concejos (Allande, Gijon, Ibias, Llanera, Quirds, Somiedo, Tapia de

Casariego, Teverga y Villaviciosa), aunque se encontraron masas que estaban afectadas,
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también se observaron algunos puntos de muestreo sanos, situacion que ya destacaban

Valdezate et al. (2001) referida solo al concejo de Teverga.

Los nueve concejos en los que de momento no se ha detectado la enfermedad
quedan encuadrados en la zona occidental asturiana, en la que como ya apuntaban
Valdezate ef al. las masas de castaiio no son tan abundantes y el transito de madera ha

sido y es menos intenso que en el resto de la provincia.

La baja variabilidad encontrada, referida a los grupos de compatibilidad
vegetativa, coincide con lo descrito por otros autores para zonas donde el patogeno lleva
poco tiempo establecido, como en Portugal (Gouveia et al., 2001), norte de los Alpes
(Hoeger et al., 2000) y Alemania (Robin y Heiniger, 2001). Esta situacion es
coincidente con la baja diversidad que presenta el hongo en Europa, que a su vez es
menor que la que presenta en Norte América (Milgroom y Cortesi, 1999) y mucho
menor que la encontrada en Asia, de donde es nativo el hongo, y donde se puede llegar
a encontrar la situacion de que cada aislamiento pertenece a un tUnico GCV (Liu y

Milgroom, 2007).

Los tres grupos de compatibilidad vegetativa encontrados se correspondieron
con los grupos europeos: EU-1, EU-3 y EU-13. El EU-1 es el mayoritario y agrupd al
94,60% de los aislamientos, encontrdndose en todos los concejos infectados, en 55 de
ellos como unico GCV y en 14 concejos en unos porcentajes que van desde el 66,67%
al 95,49%. Este grupo es uno de los mas distribuidos por Europa y se ha citado su
presencia en Bosnia-Herzegovina, Francia (este), Hungria, Italia, Suiza, Austria,
Alemania y Portugal (Robin y Heiniger, 2001; Robin ef al., 2009; Cortesi et al., 1998).
Por lo que se refiere a Espafia, también se encontré6 como mayoritario en Castilla y Ledn
(Aguin et al., 2005, Zamora et al., 2008) y presente en Galicia (Aguin et al., 2008;
Montenegro et al., 2008) y Cataluia (Trestic ef al., 2001).

El EU-13 agrup6 al 5,14% de los aislamientos y se encontrd en la zona sur
oriental de la provincia, fundamentalmente en los concejos del alto Nalon, que fue
donde se detectd la enfermedad por primera vez en Asturias. Ademads, también lo
encontramos en el occidente asturiano en los concejos de Cangas del Narcea y Boal.

Este grupo también ha sido citado en Italia (Cortesi et al., 1998), Eslovaquia
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(Adamcikova et al., 2006), Hungria (Robin y Heiniger, 2001), Bosnia-Herzegovina
(Trestic et al., 2001) y en poblaciones del suroeste de Francia (Robin et al., 2009).

Por tultimo, el GCV minoritario, EU-3, esta representado solamente por dos
aislamientos (0,26%) pertenecientes a los concejos de Morcin y Sobrescobio. Este
grupo se ha citado también en Italia (Cortesi ef al., 1998), suroeste de Francia (Robin et

al., 2000) y Bosnia-Herzegovina (Trestic et al., 2001).

En todos los concejos el numero de GCV observados (S) fue menor que el
esperado (gmax), e€xcepto en el concejo de Morcin. Esto es debido a que en ellos
aparecen el EU-1 y el EU-13, que se diferencian en cuatro genes de compatibilidad
vegetativa; sin embargo, en Morcin se encuentran el EU-1 y el EU-3 que solo se
diferencian en un gen de compatibilidad vegetativa (Cortesi y Milgroom, 1988). Para
los 55 concejos en los que so6lo se encontrd un GCV, el indice de diversidad de Shannon
tomo el valor H'= 0, la diversidad genotipica G = 1, y la uniformidad Es = 0. En los 14
concejos restantes, en los que aparecieron mas de dos GCV, estos indices tomaron unos
valores de H'= 1,18 - 0,75; G= 1,09 - 1,80 y Es= 0,47 - 0,89. Los valores de estos
indices reflejan la baja diversidad del patdgeno en la comunidad asturiana, pero son
dificiles de comparar con los obtenidos por otros autores, debido fundamentalmente a la
diferente escala geografica y al numero de aislamientos tomados por cada muestra
(Robin y Heiniger, 2001), aspectos que afectan claramente a la estimacién de la

diversidad (Griinwald et al., 2003; Sotirovski et al., 2004).

La zona que comprende los concejos cercanos al alto Naloén es donde se
detectaron los primeros focos de la enfermedad en Asturias (Molina, 1984; Valdezate et
al., 2001), y podria haber sido el lugar de introduccion del patogeno extendiéndose

luego al resto de la Comunidad Autonoma.

Por lo que respecta a la diferente proporcién en que encontramos estos tres
GCV, puede ser debida a varias causas. Una primera hipotesis seria que los tres grupos
se hubiesen introducido a la vez, y que el EU-1 se hubiese adaptado mejor a las
condiciones ambientales asturianas, por lo que se habria distribuido con mayor rapidez.
Una segunda hipdtesis seria que hubiese habido diferentes introducciones en el tiempo,

de tal manera que el primero en llegar habria sido el EU-1, que habria tenido mas
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tiempo para dispersarse, seguido del EU-13 y por ultimo del EU-3. Esta segunda
situacion planteada, se ve apoyada por el hecho de que otros autores han descrito al EU-
1 como uno de los GCV que primero se introdujeron en Europa (Robin et al., 2009).
Aunque se han realizado otros trabajos de prospeccion de la enfermedad en la provincia
(Mufioz y Cobos, 1990; Valdezate et al., 2001), esta es la primera vez que se conoce el
numero y distribucion de los GCV por lo que no podemos saber cual de las dos
hipdtesis es la correcta y habria que seguir muestreando en el futuro para conocer la
dindmica poblacional del hongo en la region y la evolucion de estos grupos

minoritarios.

Muy relacionada con esta baja variabilidad, en cuanto a los grupos de
compatibilidad vegetativa, estd la proporcion de los idiomorfos MAT-1 y MAT-2
encontrada. En el Principado de Asturias se encontrd una proporcion 3:1 a favor del
MAT-1, situacién que se aleja significativamente de la relacion 1:1 esperada de una
poblacion en la que estd ocurriendo la reproduccion sexual. Aunque en este trabajo se
estan considerando las poblaciones individualmente por concejos, para este apartado
tiene mas sentido tratar todos los aislamientos como una unica poblacion
correspondiente al Principado de Asturias, ya que los 27 concejos en los que se ha
encontrado uno de los idiomorfos solamente, se encuentran rodeados por concejos que
tienen el opuesto, por lo que debido a su proximidad, podrian llegar a encontrarse en las
masas de zonas limitrofes y, si se dieran las condiciones adecuadas, producirse la

reproduccion sexual.

El nimero de heterocariontes encontrados representa un porcentaje muy bajo,
situacion que también se ha descrito por otros autores (McGuire ef al., 2004). El hecho
de que los heterocariontes pertenezcan a su vez al grupo de compatibilidad vegetativa
EU-1, afiadiria otra hip6tesis para explicar la predominancia de este grupo sobre el resto
(Robin et al., 2000), ya que, no solo perteneceria a este grupo la descendencia resultante
de la reproduccion asexual sino que, también seria del mismo grupo, la descendencia
resultante de la reproduccion sexual. Esto facilitaria, ademas, la dispersion de este grupo
a mayor distancia, ya que las ascosporas resultantes de este tipo de reproduccion pueden

ser diseminadas a mayores distancias por el viento (Griffin, 1986).
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El hecho de que el nimero de GCV observado sea en todos los casos, excepto en
el concejo de Morcin, menor que el esperado, y que la proporcion de los idiomorfos
MAT no sea 1:1, podria indicar que la poblacion asturiana del hongo no se estd
reproduciendo sexualmente, sino vegetativamente, por lo que estariamos ante una

poblacion con un marcado caracter clonal.

Este caracter clonal se ve apoyado por los resultados que se han obtenido al
aplicar la técnica SSR, que nos ha permitido agrupar los aislamientos ensayados en tres
grupos. El primero es el formado por los aislamientos que pertenecen al haplotipo 1
(87,83%) junto con los que pertenecen a los haplotipos que se diferencian de este en un
solo locus (haplotipos 2, 3, 4, 5, 8, 9 y 13). El segundo grupo seria el formado por los
aislamientos pertenecientes al haplotipo 6 (4,75%) junto con los que pertenecen a los
haplotipos que se diferencian en uno o dos loci (haplotipos 7, 10 y 11). Mientras que el

tercer grupo seria el formado por el haplotipo 12.

Se ha visto una clara relacion entre los haplotipos encontrados y los GCV, de tal
manera que ningln haplotipo se encuentra en dos GCV distintos, correspondencia que
ha quedado corroborada al realizar una red de haplotipos (Fitch, 1997; Posada y
Grandall, 2001; McGuire et al., 2005). Asi, los aislamientos de los haplotipos 1, 2, 3, 4,
5, 8,9 y 13, pertenecen todos al GCV EU-1, los aislamientos de los haplotipos 6, 7, 10
y 11 pertenecen todos al GCV EU-13 y el aislamiento del haplotipo 12 corresponde con
el GCV EU-3.

La combinacion de los resultados obtenidos para los grupos de compatibilidad
vegetativa, los idiomorfos MAT y los microsatélites, viene a apoyar el caracter
fundamentalmente clonal de la poblacion asturiana del hongo C. parasitica. De tal
manera que se encuentra un grupo, el EU-1, mayoritario y distribuido por todo el
territorio asturiano, un segundo grupo, el EU-13, con un nimero de aislamientos mucho
menor, localizado fundamental en la zona sur-oriental de la provincia, y un tercer grupo,
EU-3, representado solamente por dos aislamientos, de dos concejos, localizados en la
zona centro y sur de la provincia. Esta situacion apoyaria la hipdtesis de la existencia de

tres introducciones diferentes del patdgeno.
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Con estas condiciones, podriamos considerar que la situacion es la ideal para la
propagacion del hipovirus responsable de la hipovirulencia, ya que esta dispersion esta
directamente relacionada con la estructura de las poblaciones referida a los GCV. Esta
situacion se ha observado a nivel continental, ya que en Europa la dispersion es mucho
mayor que en Norte América debido a que alli las poblaciones tienen, en general, un
alto nimero de GCV (Anagnostakis, 1988). Ademas de este factor, en el éxito de la
dispersion del hipovirus, también habria que tener en cuenta otros factores como la
cantidad y efectividad del inoculo producido por las cepas hipovirulentas (Robin et al.,

2000).

Por lo que respecta a los marcadores moleculares utilizados, al aplicar la técnica
RAPD, utilizando los iniciadores SER-21 y SER-14, se consiguieron diferenciar cepas
del hongo asturianas de diferentes concejos, y también cepas asturianas pertenecientes a
dos grupos de compatibilidad vegetativa, EU-1 y EU-13. Sin embargo seria necesario
ampliar el nimero de cepas de estos grupos procedentes de otros lugares para confirmar

esta relacion.

Con los iniciadores SER-6, SER-8, OPR-01 y OPB-10, no se observaron
diferencias entre las cepas de C. parasitica asturianas, mostrando un tnico RAPD-tipo
que fue diferente del de la cepa fuera de grupo (E. turcicum). Esto hizo que se probaran
dos de estos iniciadores OPB-10 y SER-8, con diferentes especies pertenecientes a la
familia Cryphonectriaceae, para comprobar si correspondia a un perfil especifico, es
decir, propio de la especie C. parasitica, 1o cual podria ser muy util para ser empleado

como marcador molecular interespecie que apoye la identificacion de este patdgeno.

Usando estos dos iniciadores, con uno se agruparon todas las cepas de C.
parasitica ensayadas, las de origen asturiano, americano y la obtenida de la coleccion
europea, de la cual no sabemos su origen y también la cepa de C. gyrosa de coleccion.
Y con otro se han diferenciado las cepas asturianas de las americanas y de la de

coleccion que ha vuelto a quedar agrupada con la cepa de C. gyrosa.

También se agrupan con ambos iniciadores, por un lado las cepas de C. nitschkei

y C. macrospora 'y por otro las cepas de C. cubensis y C. havanensis. Estas ultimas en la
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actualidad han cambiado su nombre y han pasado a denominarse Chrysoporthe

cubensis.

Por el contrario, con siete de los iniciadores, no se obtuvieron perfiles claros por

lo que se descart6 su uso posterior.

Estos resultados son alentadores pues parece que se podrian diferenciar cepas de
C. parasitica mediante RAPD lo que permitiria su uso como marcador intraespecie en
estudios de epidemiologia molecular. Los resultados de este trabajo abren nuevas
posibilidades al estudio mediante la secuenciacién de bandas especificas. Como ya
hemos mencionado anteriormente, con determinados iniciadores la técnica RAPD
podria ser utilizada como marcador interespecie, por tanto, esta técnica a pesar de ser

sencilla ha mostrado ser util para ser utilizada como marcador inter e intra especie.

Esta técnica ha sido utilizada por otros autores como Yan et al. (2007), que
consiguieron diferenciar mediante esta técnica poblaciones geograficamente diferentes
del hongo C. parasitica en China. Wronski et al. (1997) también usaron esta técnica
para caracterizar distintas cepas del hongo C. parasitica de procedencia austriaca.
Changxi et al. (2001) pudieron diferenciar, mediante RAPD, aislamientos de distintas
procedencias del hongo Endocronartium harknessii, y Yuan et al. (1995) establecieron
diferencias entre Aspergillus parasiticus y Aspergillus sojae (marcador interespecie) y a
su vez dividieron ambas especies en dos grupos (marcador intraespecie). En nuestro
laboratorio, esta técnica ha sido asimismo optimizada y aplicada con éxito para
caracterizar y tipificar especies de bacterias fitopatdgenas, utilizindose como apoyo a la
identificacion de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola al ser la serie en estudio
altamente homogénea y generar un tnico RAPD tipo distinto al generado por los otros
patovares ensayados (Castano et al., 2003). En cambio, en otras especies como
Pseudomonas viridiflava se ha utilizado para conocer la variacion intraespecie

(Gonzalez et al., 2003).

Seria conveniente extender al resto de la coleccion de C. parasitica la aplicacion
de esta técnica, para corroborar su utilidad en el apoyo al diagnostico y ampliar el

conocimiento de la epidemiologia del patégeno en nuestra region.
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La uniformidad encontrada al estudiar otros aspectos del hongo también se
refleja en la caracterizacion morfoldgica, donde la mayor parte de los aislamientos se
agruparon en el tipo I (78,41%), y los otros catorce tipos aparecieron en unos
porcentajes que variaron del 0,39% al 4,88%. Ju et al. (2002) obtuvieron porcentajes
similares al caracterizar morfologicamente aislamientos de C. parasitica de Corea,
donde encontraron seis grupos, el mayoritario agrupd al 65,2% de los aislamientos

mientras que el resto aparecieron con unos porcentajes del 1,8% al 5,7%.

La uniformidad también se observa si atendemos a la distribucion geografica,
pues el tipo I aparece en casi todos los concejos en los que se ha detectado la
enfermedad con la excepcion de Tapia de Casariego y Villayon. Los tipos III, V 'y VII
se localizan fundamentalmente en la zona sur-oriental de la provincia, que corresponde

con los concejos en los que primero se detecto el patdégeno.

Al incluir las caracteristicas de color, tanto superior como inferior de la placa y
la formacién de pustulas, se obtuvieron 84 subtipos diferentes, en los que los mas
comunes fueron los que pertenecian al tipo I siendo el subtipo 1.1 con el 35,99% de los
aislamientos el mayoritario seguido del subtipo 1.4 con el 17,61% de los aislamientos.

Hubo 46 subtipos presentes con un sélo aislamiento.

En cuanto a la presencia de mas de una cepa en las muestras, se ha visto que al
realizar los cultivos mono/conidiales del hongo, en 24 de ellos crecian dos tipos de
colonias diferentes. Esta situacion se acentlla en uno de los aislamientos donde una de
las colonias presenta el idiomorfo MAT-1 y la otra el MAT-2, lo que nos hace pensar en
la presencia en un mismo chancro de diferentes individuos, probablemente debido a

multiples infecciones (Bissegger et al., 1997).

Los resultados de virulencia obtenidos con el ensayo madera-corteza, reflejaron
que 168 cepas (21,59%) estan por debajo del valor medio que mostraron las
hipovirulentas usadas como testigo. Este porcentaje es muy similar al que encontraron
Ju et al. (2002) en Corea, que fue del 21,9%, si bien el limite superior que consideraron
fue ligeramente mayor debido a que midieron la lesion después de transcurridos cinco
dias desde la inoculacion. Nueve de estas cepas corresponden a chancros con aspecto

coincidente con posibles hipovirulentos segun las anotaciones de campo.
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En el ensayo de la actividad del enzima lacasa, 29 cepas (6,16%) presentaron
valores por debajo del control, para las dos formas de evaluacion de la actividad del
enzima. Ocho de estas cepas se corresponderian con chancros posiblemente

hipovirulentos en las anotaciones de campo.

Sin embargo, al combinar los resultados de ambos ensayos, se reducen a dos las
cepas que compartirian todos los criterios para ser consideradas hipovirulentas. Esta
situacion no es la esperada, ya que segun Robin et al. (2000), en situaciones de baja
diversidad del patogeno esperariamos encontrar un alto porcentaje de cepas infectadas
por el hipovirus. Sin embargo, este resultado apoyaria lo indicado por Gomez (2004)
que describe la situacion en Navarra y sugiere que en esa provincia, el hongo estd en
expansion y el porcentaje de cepas hipovirulentas, por tanto, seria muy bajo. Estos
resultados también coinciden con los obtenidos por Ju et al. (2002) que sefialan que
algunos aislamientos podrian ser considerados hipovirulentos o no segiin el método

aplicado.

Hay que sefalar que seria necesario comprobar la presencia del hipovirus
mediante la extraccion del ARN para asegurar que son hipovirulentas. Este trabajo no se

ha podido incluir en la presente memoria pero estd prevista su realizacion.

Desde la deteccion de la enfermedad se han realizado varios intentos de control
quimico usando diferentes productos fungicidas, tales como Methyl-2-Benzimidazol-
Carbamato, Carbendazima, Oxicloruro de Cobre, Benomilo, Azaconazol + Imazalil, y
se han seguido distintas estrategias para la aplicacion de estos productos. Asi, en unos
casos se trataron directamente los chancros y en otros se elimin6 el tejido danado y se
aplicé el producto sobre el tronco limpio. Para la aplicacion de estos productos, se
usaron desde cepillos para aplicar directamente en la zona a tratar, pasando por la
pulverizacion del follaje de la planta, hasta la inyeccion de los productos bajo la
corteza. Todos estos intentos mostraron un mayor o menor €xito en el control de la
enfermedad pero, o bien han resultado ser poco efectivos para un tratamiento a largo
plazo, o bien su aplicacion resultaba ser poco practica (Jaynes y Van Alfen, 1977;

Anagnostakis, 1982, Canciani et al, 1995; Aksoy y Serdar, 2004).
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En cuanto al estudio de la eficacia de productos fitosanitarios, aunque los
resultados del ensayo in vitro parecian prometedores, pues mostraron marcadas
diferencias entre las distintas materias activas ensayadas, en el ensayo in vivo estas
diferencias se redujeron considerablemente. Asi, aunque en la mayoria de los casos se
obtuvieron diferencias significativas entre los controles y los distintos tipos de
tratamientos y entre los controles y las distintas materias activas, estas diferencias no
siempre fueron significativas entre materias activas ni entre tratamientos. En concreto,
en cuanto a formas de aplicacion, el tratamiento de aplicacion localizada con rodillo es
el que ha obtenido el mejor resultado, y en cuanto a materias activas el Epoxiconazol
(12,5%) ha sido la que mejor resultado ha dado en todos los pardmetros evaluados,

excepto en la formacion de grietas.

Al final del tercer afo, las diferencias se fueron acortando y sdlo se observaron
diferencias en el nimero de rebrotes sanos que presentaban los distintos tratamientos. El
tratamiento aplicado por pulverizacion fue el que mostrd el porcentaje de rebrotes sanos
mas alto, al contrario que en el resto de pardmetros analizados que fue el tratamiento de
aplicacion localizada. En este caso también la materia activa Epoxiconazol (12,5%)

mostrd un porcentaje de rebrotes mas alto que el resto.

Por tanto, la via quimica no parece ser una alternativa muy eficaz, lo que unido a
la sensibilidad que existe en la sociedad actual hacia temas como la contaminacion
medio-ambiental o la seguridad alimentaria hacen que este tipo de tratamientos no estén
aconsejados de forma generalizada. Es también de destacar que la Comunidad
Econdmica Europea revisa y reduce periodicamente la lista de productos fitosanitarios

autorizados en los diversos cultivos.

Todo esto hace que la posibilidad de aplicar control bioldgico sea muy atractiva
dado su mejor aceptacion social y su autosostenibilidad. Este trabajo que hemos
realizado en el ambito de la Comunidad Auténoma del Principado de Asturias, pone las

bases del conocimiento necesario para poder iniciar un programa de este tipo.
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Este trabajo se enmarca en un contexto de atencién a una necesidad que los
organos correspondientes del Principado de Asturias detectan y trasladan al SERIDA
(Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario), y ha supuesto el
inicio de una linea de investigacion en este campo, con las dificultades que ello

conlleva. A continuacion se enumeran las conclusiones:

1.- Cryphonectria parasitica se ha podido aislar, tanto en masas de castafio
como en castafios aislados, en 69 de los 78 concejos que conforman el Principado de
Asturias. En nueve concejos (Castropol, Grandas de Salime, Illano, San Martin de
Oscos, San Tirso de Abres, Santa Eulalia de Oscos, Taramundi, Vegadeo y Villanueva
de Oscos), todos ellos de la zona occidental de la Comunidad Auténoma, no se han

encontrado castafios afectados por la enfermedad.

Esta situacion permite, si se compara con los resultados de muestreos realizados
por otros investigadores con anterioridad, confirmar la rapida dispersion de la
enfermedad en nuestra Comunidad Auténoma, que podria estar favorecida por el

abandono y la falta de tratamientos selvicolas que se da en Asturias.

2.- La caracterizacion morfologica nos ha permitido establecer 15 tipos
morfolégicos. El tipo mas frecuente es el que denominamos I, que agrupa al 78,4 % de
los aislamientos y aparece en casi todos los concejos en los que se ha detectado la

enfermedad, excepto Tapia de Casariego y Villayon.

3.- Los 778 aislamientos asturianos de C. parasitica utilizados en este trabajo
han podido ser asignados a tres grupos de compatibilidad vegetativa cuya

correspondencia con los grupos europeos y frecuencia es la siguiente:

e El EU-1 agrupé al 94,6% de los aislamientos y se encuentra en todos los
concejos.

e El EU-13 agrup6 al 5,1 % de los aislamientos correspondientes a 13
concejos distribuidos por toda la geografia asturiana.

e El EU-3 representa casi el 0,3 % de los aislamientos y se encuentra en los
concejos de Morcin y Sobrescobio. Este tltimo seria el unico concejo en

el que estan presentes los tres grupos.
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4.- Los idiomorfos MAT-1 y MAT-2 se encuentran en la serie en estudio en una
relacion 3:1, que difiere significativamente de la 1:1 esperada en una poblacion que se
estd reproduciendo sexualmente. Sefialar también que se han encontrado dos

heterocariontes para este caracter.

5.- Mediante la utilizacion de 16 loci microsatélite hemos podido diferenciar 13
haplotipos diferentes que han mostrado una clara relacion con los grupos de
compatibilidad vegetativa. Estos resultados, unidos a los obtenidos en GCV vy
proporcion de idiomorfos MAT, reflejan el caracter clonal de la poblacion asturiana de
C. parasitica y apoyarian la hipotesis de que habria habido tres introducciones

diferentes del patdgeno que se corresponderian con los tres GCV.

6.- La técnica RAPD ha permitido diferenciar tipos en cepas del hongo C.
parasitica pertenecientes a nuestra serie en estudio. También ha permitido obtener
diferentes RAPD-tipos en distintas especies de la familia Cryphonectriaceae, lo que
permitiria su uso como marcador tanto intra como inter especie en estudios de

epidemiologia molecular.

7.- Los ensayos de virulencia realizados han permitido identificar dos
aislamientos supuestamente hipovirulentos segiin los métodos utilizados: el ensayo
madera-corteza y la actividad del enzima lacasa. Sin embargo, se han obtenido
diferencias entre los dos métodos siendo mas restrictivo el resultado de la actividad del

enzima lacasa combinando el color en el medio y la absorbancia a 405 nm.

8.- Por lo que respecta al control quimico, en el ensayo in vitro realizado el
Epoxiconazol (12,5%) ha resultado ser el fitosanitario mas eficaz, pues inhibid el
crecimiento del hongo a la concentracion de 1 pg/ml, con accion fungicida. Las mezclas
de Carbendazima (20%) + Flutriafol (9,4%) y Flusilazol (0,5%) + Carbendazima (1%)

también han sido eficaces.

En el ensayo in vivo se han obtenido diferencias significativas entre los controles
y los diferentes productos fitosanitarios ensayados, y también con las formas de
aplicacion de los mismos. No siempre se obtuvieron diferencias significativas entre los

distintos tratamientos entre si, ni entre las diferentes formas de aplicacion. Sin
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embargo, el tratamiento de aplicacion localizada con rodillo es el que mejor resultado
ha obtenido excepto en el porcentaje de rebrotes sanos, y en cuanto a la materia activa,
el Epoxiconazol (12,5%) ha sido la més eficaz. Con los resultados obtenidos en los
ensayos con fitosanitarios no parece apropiado pensar que el control quimico pueda ser

una buena alternativa.

9.- Por tanto, considerando la baja diversidad de GCV presentes en la region y la
mas probable reproduccion asexual del hongo, nos encontramos en una situacion idonea
para la propagacion del hipovirus responsable de la hipovirulencia, y por tanto, para

utilizarlo como método de control.
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